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Der Ausdruck Krebs bezeichnet einen malignen Tumor, welcher drei 
Malignitätskriterien erfüllt. Erstes Kriterium ist ein unkontrolliertes Wachstum, 
welches in das umgebende Gewebe unabhängig von Organgrenzen infiltrieren kann 
(zweitens) mit der möglichen Metastasierung (drittens) in andere Organe.  
In lebenden Organismen wird die Integrität von Geweben durch ein dynamisches 
Gleichgewicht von Mitose (Zellteilung) und Apoptose (dem programmierten 
Zelltod) reguliert. Ein Überwiegen wachstumsfördernder bzw. eine Hemmung 
wachstumsinhibitorischer Faktoren, die z.B. die Apoptose auslösen, können eine 
Störung dieses Gleichgewichts auslösen. Der Zellzyklus wird von einer großen Zahl 
Proteine geregelt, welche über Mitose oder Apoptose entscheiden. 
Die Entwicklung eines Tumors ist das Produkt von vielen Einzelereignissen auf 
molekularer Ebene und wird im Modell der Mehrschrittkarzinogenese beschrieben. 
Multiple Mutationen führen nach diesem Modell von frühen morphologischen 
Veränderungen einer Zelle bis hin zum invasiven Tumor. Dabei ist die Reihenfolge 
der nacheinander auftretenden Mutationen variabel. Die Mutationen führen durch 
Steigerung der Teilungsrate zu einem ungebremsten und möglicherweise 
infiltrativem Wachstum und letztendlich zur Abkopplung aus dem Zellverband mit 
der Metastasierungsfähigkeit in andere Organsysteme (Kassen & Hofmockel, 
2000). 
Man teilt diejenigen Gene, welche für die Entstehung neoplastischen Gewebes 
verantwortlich sind, in zwei Gruppen ein. Auf der einen Seite sind es 
Protoonkogene, welche nach einer Mutation, überwiegend eine Vermehrung 
genetischen Materials (Polysomie, Zugewinn, Duplikation), zu Onkogenen werden. 
Die andere Gruppe ist die Gruppe der Tumorsuppressorgene (TSG), die durch  
Verhinderung der Zellteilung und Auslösung der Apoptose regulierend auf den 
Zellzyklus einwirken. Meist werden die TSG durch einen Verlust genetischen 
Materials (Monosomien, Deletion) inaktiviert. Beispiele für Onkogene sind ras, bcl-
2, erb-B2, src, raf, jun, myc oder fos. Ihre Genprodukte wirken an zellulären 
Vorgängen der Signalaufnahme und Signaltransduktion mit. Teilweise reichen 
Punktmutationen eines einzelnen Nukleotids aus, um Onkogene zu aktivieren (z.B. 
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ras-Familie). Die TSG werden demgegenüber auch rezessive Onkogene genannt, da 
nur ein gesundes Gen-Allel ausreicht, die Genfunktion aufrecht zu erhalten (Kassen 
& Hofmockel, 2000). Daher müssen beide Allele eines TSG alteriert sein, damit der 
genetische Defekt bemerkbar wird. Knudson und Strong formulierten 1972 die „2-
Treffer-Hypothese“ für die Inaktivierung von TSG anhand des Wilms-Tumors 
(Knudson, Jr. & Strong, 1972). Mittlerweile konnte diese Hypothese auf alle 
Tumorentitäten übertragen werden (Fearon & Vogelstein, 1990) (vergl. Abb. 1). 
Der „2-Treffer-Hypothese“ nach erlangen betroffene Zellen den für malignes 
Wachstum notwendigen Wachstumsvorteil nur dann, wenn durch Verlust 
chromosomaler Abschnitte (Deletion) ein Allel des betroffenen TSG verloren geht 
und das andere Allel inaktiviert wird (z.B. durch Punktmutation). Das p53 ist wohl 
das bekannteste TSG. Sein nukleäres Genprodukt, ein Phosphoprotein, verhindert 
den Übergang von G1- in die S-Phase des Zellzyklus und damit die Zellteilung. In 
über 50% der menschlichen Tumoren lassen sich Mutationen des p53-TSG 
identifizieren. Sie spielen in der Kanzerogenese des Harnblasenkarzinoms eine 
wichtige Rolle (Sidransky et al., 1991; Dalbagni et al., 1993; Sarkis et al., 1993; 
Sarkis  et al., 1994; Spruck et al., 1994). Ebenfalls von Bedeutung für die 
Entwicklung und Fortschreitung des Harnblasenkarzinoms ist das erste 
identifizierte TSG, das Retinoblastoma-Gen (RB-Gen) (Ishikawa et al., 1991; 
Logothetis et al., 1992; Miyamoto et al., 1995; Presti, Jr. et al., 1996 Cordon-Cardo  
et al., 1997). Als Folge aller Mutationen von Tumorsuppressorgenen und 
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Abbildung 01: Knudson´sche „2-Treffer-Hypothese“ zur Inaktivierung von 
Tumorsurppressorgenen (TSG) (Knudson, Jr. & Strong, 1972) mit Anleihen aus 
(Goessl, 2001) 









































Das Harnblasenkarzinom stellt 3,4% aller malignen Tumoren dar. Es ist der 4. 
häufigste Tumor des Mannes (4,6% aller Tumore) und der 12. häufigste bei der 
Frau (2% aller Tumore).  Für das Jahr 2008 heißt das: 11.460 Neuerkrankungen bei 
Männern und 4.510 bei Frauen. Als Tumorlokalisation bei allen Krebssterbefällen 
liegt das Harnblasenkarzinom bei Männern auf Platz 10 und bei Frauen auf Platz 
14. Die Inzidenz wird beim Mann mit 30 neuen Fällen pro Jahr  pro 100.000 
Einwohner, bei der Frau mit 8 angegeben. Das bedeutet, dass pro Jahr in der 
Bundesrepublik Deutschland gut 16.000 neue Fälle auftreten. Hinzu kommen noch 
pro Jahr etwa 12.000 neu entdeckte Nachweise eines in situ Tumors oder einer 
Neubildung unklaren Verhaltens. Das Harnblasenkarzinom ist in industrialisierten 
Ländern häufiger als in weniger entwickelten Ländern. Jährlich sterben etwa 
130.000 Menschen an diesem Tumor. 
Männer sind ca. 3 Mal so häufig betroffen wie Frauen. Durch den proportional zu 
den Männern stärker gestiegenen Zigarettenkonsum bei den Frauen gleichen sich 
die Zahlen aber immer mehr an. Mit wachsendem Alter vergrößert sich dieser 
Unterschied. Das mittlere Erkrankungsalter lag laut Robert-Koch-Institut 2008 bei 
einem Alter von 73 bzw. 74 Jahren bei Männern bzw. Frauen bei der 
Primärdiagnose eines Harnblasenkarzinoms. 75% aller Patienten haben bei der 
Erstdiagnose ein oberflächliches Harnblasenkarzinom, 20% ein invasives und 5% 
ein bereits metastasiertes Karzinom (Hautmann & Huland, 2001; Robert Koch 
Institut 2008).  Zwischen den Jahren 1939 und 1971 stieg die Inzidenz um 50% an. 
 
      
1.1.2.2. Ätiologie 
 
Bei kaum einem anderen urologischen Tumor sind Toxine im Hinblick auf 
Kanzerogenese so studiert und untersucht worden wie beim Harnblasenkarzinom. 
Das Zeitintervall zwischen Exposition und Auftreten eines manifesten Karzinoms 
beträgt im Mittel 24 Jahre. Die Karzinogene wirken auf das gesamte Urothel.  
Abbildung 02 zeigt eine Korrelation zwischen urothelialer Oberfläche und der 
Häufigkeit eines Urothelkarzinoms. Die Intensität und die Dauer einer Exposition 
korrelieren positiv mit dem Erkrankungsrisiko. Einen Überblick über die 




































Tabelle 01: Kanzerogene beim Harnblasenkarzinom (Hautmann & Huland, 2001) 
 
 
- Chemische Farbstoffe 
 - 2-Naphtyhlamin 
 - Auramin 
 - Benzidin 
 - 4-Amino-biphenyl 
 - Dichlorobenzidin 
 - Phenacetin 
 - Cyclophosphamid 
 - Chlornaphazin 
 - Orthotolidin 
- Zigarettenkonsum 
- Chronische Harnwegsinfekte (Nitrosamine) 
- Billharziose (Schistosoma haematobium) 
- Endemische (Balkan-) Nephropathie (Mykotoxine) 
- Medikamente  
 - Chlornaphazin 
 - Phenacetin   
 - Cyclophosphamid 
- Radiatio 







Durch die Hydroxylierung und Glucuronidierung in der Leber können sie über den 
Urin ausgeschieden werden  und werden  kanzerogen. Inaktiviert können sie über 
die N-Acetyltransferase werden. Menschen, die genetisch bedingt schnell 









Zigarettenraucher haben ein 2:1 bis 6:1 erhöhtes Risiko, an Harnblasenkrebs zu 
erkranken (Cole 1971; Kunze et al., 1986; Brennan et al., 2000). Nach 40 Jahren 
Zigarettenkonsum ist das Risiko doppelt so hoch wie bei einer 20-jährigen 
Raucheranamnese. Die entscheidende Rolle spielt auch hier wohl das 2-
Naphthylamin. Bei Männern werden 50-60% der Harnblasentumore auf das 
Zigarettenrauchen zurückgeführt, bei Frauen etwa 25% (Marcus et al., 2000). 
 
Medikamente 
Bei drei Medikamenten konnte eine eindeutige Verbindung zur Entstehung von 
Harnblasenkrebs belegt werden. 
- Cyclophosphamid, durch die Einführung der Cystitisprophylaxe mittels Mesna ist 
das Blasentumorrisiko durch dieses Zytostatikums allerdings heute zu 
vernachlässigen. 
- Phenacetin, führt zusätzlich zu einer interstitiellen Nephritis (Analgetika-
Nephropathie). Bevorzugt entstehen Urothelkarzinome im oberen Harntrakt. Ein 
Stickstoffhydroxylmetabolit mit der chemischen Struktur eines aromatischen 
Amins,  ist bei Phenacetin das aktive Karzinogen. 
- Chlornaphazin, ist ein chemisch dem Beta-Naphtylamin verwandtes 
Polyzythämie-Therapeutikum und wird seit 1963 nicht mehr verwendet.  
 
Chronische Harnwegsinfekte 
Besonders bei Trägern von Dauerkathetern führen sie zur Ausbildung von 
Plattenepithelkarzinomen der Blase. Damit sind besonders die Patienten gefährdet, 
die aufgrund einer neurogenen Blasenentleerungsstörung über Jahrzehnte 
rezidivierende Infekte, Blasensteine und Katheter bedingte, persistierende 
Schleimhautirritationen aufweisen.   
 
Billharziose 
In weiten Teilen Afrikas und den arabischen Ländern ist die Billharziose 
endemisch. In der akuten Phase der Infektion mit Schistosoma haematobium 
bilden sich in der Blase zunächst noch therapierbare granulomatöse Polypen. Bei 
einer chronischen Infektion, entwickeln sich ebenfalls Plattenepithelkarzinome. 





Aus bestimmten Regionen im Balkan wurde ein gehäuftes Auftreten von 
Urothelkarzinomen in Verbindung mit der Balkannephropathie gebracht. 90% der 
Tumore treten im oberen Harntrakt auf und 10% bilateral. Ätiologisch scheint ein 
saprophytisch wachsender Pilz im gelagerten Getreide eine Rolle zu spielen, 
welcher Nephrotoxine und karzinogene Mycotoxine bildet. 
 
Gefährdete Berufsgruppen 
Farbindustrie, Textilfärbung, Lederverarbeitung, gummiverarbeitende Industrie, 
Aluminiumindustrie, Gasproduktion, Kohleindustrie, Druckindustrie, Labor-
angestellte, Friseur, Kammerjäger 
 
Bestrahlung 






95% aller Harnblasenkarzinome sind Übergangszellkarzinome (Transitional-
karzinome, TCC) oder synonym „Urothelkarzinome“. 
In 3-6% findet man Plattenepithelkarzinome, die auch als Mischform im 
Endstadium eines TCCs auftreten können. In 0,2-2% gibt es Adenokarzinome der 
Blase, die v.a. am Blasendom an der Einmündungsstelle des Urachus 
(Urachuskarzinom) zu finden sind oder aus periurethralen und periprostatischen 
Drüsen entstehen (Jakse et al., 1979; Anderström et al., 1983; Raghavan et al 
1995). 
Bei über 75% findet man bei der Erstdiagnose so genannte oberflächliche 
Harnblasenkarzinome. Mit diesem oberflächlichen Begriff wurden bislang alle 
urothelialen Tumoren bezeichnet, die kein muskelinvasives Wachstum zeigten. 
Wegen der Problematik, einen als invasiven Tumor definierten Tumor als 
oberflächlich zu bezeichnen und zusätzlich aufgrund der genetischen Heterogenität 
von stromainvasiven urothelialen Tumoren  sollte von nichtinvasiven (Ta, Tis) oder 
invasiven (T1)  Tumoren gesprochen werden. Die genaue Charakterisierung sollte 
über das Wachstumsmuster (papillär) und die Invasionstiefe erfolgen (Tab. 3). Sie 





Histologisch wird das Harnblasenkarzinom nach der aktuellen Klassifikation der 
UICC von 2002 eingeteilt.  
Das normale Urothel besteht aus 6 - 7  Zellreihen. Zum Nierenbecken hin nimmt 
die Schichtdicke ab. Dort finden sich nur noch 2 bis 3 Zellreihen. Die lumenwärts 
gelegenen „Umbrella cells“ (die so genannten Schirm- oder Deckzellen) sind typisch 
für das Uroepithel. Diese Deckzellen werden selber lumenwärts von einer 
sialinsäurehaltigen Mukopolysaccharidschicht bedeckt, der Schleimschicht. Die 
Basalmembran bedeckt das Epithel auf der dem Muskel zugewandten Seite.  
So genannte Papillome werden als gutartig eingestuft. Diese seltene Tumorform 
wird lichtmikroskopisch von normalem Epithel bedeckt und wächst 
blumenkohlartig in das Blasenlumen. Die Zahl der Zelllagen ist etwas erhöht (G0-
Tumoren).  Grad-I-Urothelkarzinome weisen ein zellreiches kerndichtes Epithel 
mit Schichtungsverlust auf. Die Kerne sind dabei relativ gleichförmig und ähneln 
den Kernen der basalen Zellschicht. Es liegt noch keine Polymorphie vor. 
Beim Grad-III-Tumor liegt ein anaplastischer, nicht mehr zu differenzierender 
Malignitätsgrad vor mit hochgradiger Kernpolymorphie und ohne erkennbare 
Schichtung des Epithels. Dazwischen sind die Grad-II-Tumoren  einzustufen.  
Die WHO hat 2004 die Kriterien für die Kerndifferenzierung geändert. Es wird 
nunmehr kein G-Stadium mehr angegeben, sondern in low-grade (genetisch stabil) 
und high-grade (genetisch instabil) Tumore eingeteilt. Dies verdeutlicht die 
Tatsache, dass innerhalb der unterschiedlichen Stadien Untergruppen mit höherer 
Malignität und größerer Progressionswahrscheinlichkeit existieren. Hoch-
differenzierte papilläre Tumor sind nicht mehr als maligne einzustufen. Sie werden 
als PUNLMPs bezeichnet: „Papilläre urotheliale Neoplasie mit niedrig malignem 
Potenzial“. Ein urothelialer Tumor mit geringer Störung in der Schichtung und 
somit einem ungeordnetem Erscheinungsbild wird als nicht invasives 
Urothelkarzinom, „low grade“, also niedrig maligne eingestuft. Eine Polymorphie 
der Zellen und Kerne und damit verbundene Schichtungsstörung eines papillären 
Tumors, welche durch ihre Größe einem invasiven Tumor entspricht, wird als 
papilläres Karzinom „high grade“ bezeichnet und ist somit hochmaligne. 
Da die in dieser Arbeit verwendeten Tumorproben allesamt vor 2004 
histopathologisch beurteilt wurden und eine 1:1 Übertragung in die neue 
Klassifikation nicht möglich ist, wird in dieser Arbeit die alte Einteilung in G1-








Tx Primärtumor kann nicht beurteilt werden 
T0 Kein Anhalt für Primärtumor 
Tis Carcinoma in situ: „flacher Tumor“ 
Ta Nicht invasiver papillärer Tumor 
T1 Tumor infiltriert subepitheliales Bindegewebe 
T2 Tumor infiltriert Muskulatur 
             T2a Tumor infiltriert oberflächliche Muskulatur (innere Hälfte) 
             T2b Tumor infiltriert tiefe Muskulatur (äußere Hälfte) 
T3  Tumor infiltriert perivesikales Gewebe 
             T3a mikroskopisch 
             T3b makroskopisch 
T4  Tumor infiltriert eines der folgenden Organe: Prostata, Uterus, Vagina, 
             Beckenwand, Bauchwand 
             T4a Tumor infiltriert Prostata oder Uterus oder Vagina 
             T4b Tumor infiltriert Beckenwand oder Bauchwand 
 
N – regionäre Lymphknoten  
         (iliakale + pelvine unterhalb der Bifurkation der A.iliaca communis) 
 
Nx Regionäre LK können nicht beurteilt werden 
N0 Kein Anhalt für regionäre LK 
N1 Metastase in solitären LK ≤ 2 cm in größter Ausdehnung 
N2 Metastase in solitären LK > 2 cm, aber ≤ 5 cm in größter Ausdehnung 
             oder multiple LK, keiner mehr als 5 cm 
N3 Metastasen in LK > 5 cm in größter Ausdehnung 
 
M – Fernmetastasen 
Mx Fernmetastasen können nicht beurteilt werden 
M0 Kein Anhalt für Fernmetastasen 
M1 Fernmetastasen 
 








Abbildung 03: Klassifikation des Tumorwachstums beim Harnblasenkarzinom  
 
 
Der Zusatz „m“ sollte bei multiplen Läsionen angegeben werden.    
Der Zusatz „P“ macht deutlich, dass das exakte Tumorstadium histologisch durch 
den Pathologen überprüft worden ist.   
 
Entgegen vielen anderen epithelialen Tumorentitäten gibt es beim 
Harnblasenkarzinom zwei unkonventionelle Klassifikationen der Einteilung des 
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nicht muskelinvasiven Primärtumors. Das sind Ta-Tumoren, die von der Kern-
differenzierung alle Charakteristika eines malignen Wachstums aufweisen, jedoch 
nicht die Lamina propria des Urothels infiltrieren. Dieser Tumortyp geht mit einer 
guten Prognose einher.  
Die andere Tumorentität ist das Carcinoma in situ (CIS). Bei diesem Stadium liegt 
eine flache intraepitheliale, nicht invasive Läsion mit einem Malignitätsgrad G3 
vor, nach der neuen Einteilung wegen der genetischen Instabilität in die Klasse der 
high grade Tumore einzuteilen. Die Zellen haben eine hohe Kernpolymorphie. 
Zusätzlich wächst das CIS meist multifokal, befällt teilweise das gesamte Urothel 
(panurotheliale Erkrankung) und weist eine schlechte Prognose auf (Weinstein et 
al., 1985; Tyrkus et al, 1992; Cookson et al., 1997; Thomas et al. 2012). Das primäre 
(de novo) CIS tritt ohne begleitenden exophytischen Tumor auf. Diese primäre 
Form ist mit 1-3% aller Blasentumore sehr selten. Die sekundären CIS können 
koexistent zu einem exophytischen Tumor, als Residuum nach Resektion eines 
papillären oder soliden Tumors oder im Sinne eines Tumorrezidivs eigenständig 
vorliegen. Ein sekundäres CIS wird bei nicht muskelinvasiven Tumoren in 7 – 15% 
und bei muskelinvasiven Tumoren in 45 – 65% zusätzlich entdeckt. Die Prognose 
des primären CIS ist deutlich besser. (Palou et al., 2001; Kaasinen et al., 2003; 
Jocham & Miller, 2007).  
 
Morphologische Untersuchungen der gesamten Blase nach Zystektomie 
(Mappingstudien) haben gezeigt, dass das Harnblasenkarzinom ein multifokal 
wachsender Tumor ist, der bereits prämaligne Veränderungen, wie Dysplasie, in 
dem normal erscheinenden Urothel um den Tumor herum aufweist. Durch 
Durchflußzytometrie oder mittels Oberflächenmarkern konnte in Studien 
nachgewiesen werden, dass auch histologisch benigne erscheinende Zellen zum Teil 
bereits maligne transformiert sind.   
 
Metastasierung 
Harnblasenkarzinome durchbrechen in ihrem weiteren Verlauf die Blasenwand 
und metastasieren sowohl lymphogen als auch hämatogen. Bei lymphogener 
Metastasierung werden die Lymphknoten des kleinen Beckens in der Fossa 
obturatoria, in der präsakralen und iliacalen Region befallen. Lunge, Knochen und 
Leber sind die häufigsten Zielorgane bei hämatogener Metastasierung.  
Patienten mit nicht invasiven Tumoren (pTa) entwickeln in 0,7% der Fälle 
Metastasen unabhängig vom Differenzierungsgrad. Ist die Lamina propria 
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infiltriert, entwickeln sich in 14-23% der Fälle Metastasen. Bei multiplen Tumoren, 
einem Tumordurchmesser > 3 cm, zunehmender Entdifferenzierung, begleitendem 





Bei ca. 20% der Harnblasentumoren zeigen sich zunächst keine Symptome und 
werden lediglich anhand von einer Mikrohämaturie, Makrohämaturie oder 
Leukozyturie entdeckt. Das häufigste Symptom ist die schmerzlose Makro-
hämaturie. Allerdings treten schmerzlose Mikro- und Makrohämaturie auch bei 
anderen Tumoren des Harntraktes auf. 
Im Urinsediment dominieren mikroskopisch nicht verformte (epitheliale oder 
frische) Erythrozyten im Gegensatz zu den dysmorphen Erythrozyten der 
Glomerulonephritis, die durch die Tubulipassage deformiert sind. 
Miktionsbeschwerden können sowohl beim Carcinoma in situ als auch bei 
ausgedehnteren Blasentumoren auftreten (Dysurie, Nykturie, Urgesymptomatik 
und Pollakisurie). 
Für den über 50-jährigen Mann gilt, dass jede Dysurie, die sich nicht durch die 
benigne Prostatahyperplasie oder durch einen Harnwegsinfekt erklären lässt, auf 
ein Carcinoma in situ der Harnblase verdächtig ist. 








Zunächst sollte durch nicht invasive Verfahren, wie die Sonographie, eine renale 
Ursache ausgeschlossen werden.  
Bei einer Zystoskopie inspiziert man die Blase mit starren geradeaus gerichteten 
sowie mit abgewinkelten, z.B. 70°, oder flexiblen Fiberglasinstrumenten. Stellt sich 
die Blasenschleimhaut unauffällig dar, muss man eruieren aus welchem Ostium der 
blutige Urin in das Blasenlumen strömt. Mit der geradeaus gerichteten Optik lässt 
sich die prostatische, bulbäre sowie die distale Harnröhre inspizieren. Durch die 
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Instillation mit 5-Aminolevulinsäure kann man malignes Gewebe mittels 
Floureszenz markieren, welches sich dann unter blauem Licht rötlich darstellt. 
 
Exfoliative Urinzytologie 
Transitionalzellen, wie auch Karzinomzellen, werden in den Urin abgeschilfert und 
können in einer Urin- oder Blasenspülprobe untersucht werden. Dabei sollte nicht 
der erste Morgenurin zur Analyse verwendet werden, da durch die lange 
Einwirkung des Harns die Zellen zerstört sein können.  
Die Proben werden sedimentiert oder aber per Mikrofilter abgesaugt. Nach Fixation 
des Überstandes beurteilt man mittels Phasenkontrastmikroskop das Nativpräparat 
oder nach Anfärben mit den verschiedenen Färbetechniken, z.B. Papanicolaou, 
Giemsa, May-Grünwald/Giemsa (Pappenheim) oder nach den gängigen Schnell-
methoden das angefärbte Präparat. Unter dem Mikroskop beurteilt man die Zellen 
nach folgenden Malignitätskriterien: 
 
  - Verschiebung der Kernplasmarelation 
  - Prominenz und Irregularität der Kernmembran 
  - Chromatinverteilung mit Transparenzverlust des Zellkerns 
  - Änderung der Chromatinfeinstruktur 
  - Vermehrung und Entrundung der Kernkörperchen 
  - Entrundung und Varianz der Zellkerne 
 
Nach Papanicolaou gibt es 5 Graduierungen, von denen 1 und 2 gutartig, 3 atypisch, 
und 4 und 5 eindeutig als maligne zu bewerten sind. Die Sensitivität der 
Urinzytologie beträgt bei G1-Tumoren nur 10 – 30%, bei G2-Tumoren 40 – 60% 
und bei G3-Tumoren inklusive Carcinoma in situ 80 – 90%. 
Falsch positive Befunde ergeben sich zumeist bei chronischen Entzündungen, 
besonders bei Urolithiasis. 
 
Bildgebende Verfahren 
Zur Abklärung einer Mikro- oder Makrohämaturie ist eine Kontrast-
mitteldarstellung der Nieren und ableitenden Harnwege (Urogramm oder 
Kontrastmittel-CT) obligat. Jedoch stellen sich Blasentumore im Urogramm häufig 
nur ungenügend dar. Allerdings wird damit eine Blutungsquelle in Harnleitern und 
in Nierenbecken weitgehend ausgeschlossen. Zusätzlich kann man erkennen, ob es 
durch den Tumor zu einem Aufstau der Nieren gekommen ist.  
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Bei gefüllter Blase kann man mit dem perkutanen Ultraschall einen Blasentumor in 
der Regel diagnostizieren. 
Im Computertomogramm kann ein Tumor der Blase zumeist identifiziert werden. 
Zusätzlich erhält man Informationen über die lokale Tumorausbreitung, 
insbesondere die Infiltration von Nachbarorganen. 
Durch das Computertomogramm und andere bildgebende Verfahren sind die 
Lymphknoten des Beckens nur unzureichend zu erkennen, da Lymphknoten-
vergrößerungen erst ab 1 cm Größe erfasst werden und somit Mikrometastasen 
übersehen werden und nur ausgedehnte Wandüberschreitungen (>pT3b) oder 
Infiltrationen in Nachbarorgane dargestellt werden können. 
Das Kernspintomogramm ist in dieser Hinsicht dem Computertomogramm nur 
geringfügig überlegen, und zwar im Falle, dass das Kontrastmittel Gadolinium 
gegeben wird. 
Eine präzisere Unterteilung in T1-, T2-, T3a- und T3b-Tumoren ist mittels 
Ultraschalldiagnostik, Computertomogramm bzw. Urogramm nicht zu erreichen, so 
dass diese Verfahren bei der Diagnose des Primärtumors eine untergeordnete Rolle 
spielen.    
 
Zystoskopie und transurethrale Resektion (TUR) 
Durch die transurethrale Resektion des Tumors in Narkose erfolgt die endgültige 
Sicherung der Diagnose. Der Tumor wird fraktioniert entfernt und das Material 
vom Tumorgrund getrennt eingeschickt, um eine sichere Aussage zur 
Infiltrationstiefe zu erhalten. Um Präkanzerosen, Dysplasien und Carcinoma in situ 
zu identifizieren, werden aus dem normal erscheinenden Urothel Biopsien 
entnommen. Schließlich wird bei dieser Untersuchung die Blase bimanuell 
untersucht. Eine sichere Beurteilung ist nur in Narkose bei erschlaffter Bauchdecke 
möglich, um auszuschließen, dass bereits Infiltrationen in die Beckenwand  oder 
Nachbarorgane vorliegen, d.h. die Differenzierung zwischen einem T3- und einem 
T4-Tumor klar zu stellen. 
Ist die Blasenwand sehr hart und fest und gleichzeitig mobil, besteht der dringende 








Zum Ausschluss eines Organ überschreitenden Wachstums und von Metastasen ist 
ein CT bei Diagnose eines muskelinvasiven Blasentumors angezeigt. Folgende  
Staginguntersuchungen sind möglich: 
 
- eine Schnittbildgebung des Beckens zur Lymphknotenbeurteilung in den 
Iliacalregionen, der Fossa obturatoria, der paraaortalen Region  
- eine Sonographie des Oberbauches zur Beurteilung der Leber 
- ein Röntgen-Thorax in zwei Ebenen zum Ausschluss von Lungenmetastasen 
- ein Knochenszintigramm zum Ausschluss von Knochenmetastasen  
- Positronenemissionstomographie (PET) 
 
Ein korrektes Tumorstaging anhand eines CTs oder MRTs ist jedoch nicht möglich. 
Somit ist eine Schnittbildgebung kein Standardverfahren beim Staging., zur 
Planung einer Zystektomie allerdings gängige Praxis. 
Knochenszintigramm und Röntgen-Thorax haben eine hohe Sensitivität. Bei der 
Szintigraphie fällt eine Metastase als Mehranreicherung des Isotops an. Die 
Spezifität ist hierbei allerdings niedrig, da diese Mehranreicherung auch durch 
Umbauprozesse, chronische Entzündungen, Heilungsprozesse nach Frakturen und 
ähnlichen Prozessen bedingt sein kann. Deshalb muss eine atypische Mehr-
anreicherung durch gezielte Röntgenuntersuchungen spezifiziert werden. Eine 
solche Szintigraphie ist jedoch nur beim symptomatischen Patienten (erhöhte 
alkalische Phosphatase, Schmerzen oder neurologischen Symptomen) indiziert.  
Ein PET bietet bislang keine Verbesserung in der Diagnostik eines Blasenkarzinoms 
und sollte deshalb nicht zur Routineuntersuchung, sondern nur im Rahmen von 
Studien eingesetzt werden. 
 
Weitere diagnostische Methoden 
Mittels der Flowzytometrie kann das Epithel der Blasenschleimhaut durch Analyse 
der DNA klassifiziert werden. Zur Diagnostik und zur Erfassung der Prognose 
werden Zelloberflächenmarker verwendet. Prognostisch ist zum Beispiel der 
Verlust der Blutgruppenantigene bedeutsam, die auf gesunden Epithelzellen 
normalerweise nachzuweisen sind.  
Mit monoklonalen Antikörpern kann man tumorassoziierte Antigene auf den Zellen 
immunhistologisch bzw. immunzytologisch identifizieren. Durch solche Antikörper 
kann die Sensitivität der Zytologie (Immunzytologie) verbessert werden. Sie 
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können jedoch kein tumorspezifisches Antigen identifizieren. Tumorassoziierte 
Antigene werden allerdings quantitativ unterschiedlich bei benignen und malignen 
Zellen exprimiert. Mit dem Urovision-Test® (eine FISH-Untersuchung) hat sich 




Carcinoma in situ 
Das Carcinoma in situ wird, soweit es sichtbar ist, transurethral entfernt. Im 
weiteren Verlauf muss man mit einem Tumorprogress bei 75% der Patienten 
rechnen, bei einer 5-Jahres-Mortalität von 60%. 
Durch eine an die transurethrale Resektion anschließende intravesikale Chemo- 
oder Immunotherapie ist dieser natürliche Verlauf zu beeinflussen. Die besten 
Ergebnisse lassen sich mit BCG (Bacillus-Calmette-Guerin) erzielen (Tab. 3). BCG 
sind attenuierte Rinder-Tuberkelbakterien, die nach Instillation in die Blase in der 
Blasenschleimhaut eine intensive lokale Immunreaktion auslösen. Dabei werden 
mononukleäre Immunozyten aktiviert und die von ihnen produzierten Zytokine, 
z.B. Interleukin-2, wirken auf die veränderten Zellen der Blasenschleimhaut ein. 
Bei ca. 75% der Patienten stellen sich nach 2-3 Zyklen mit BCG langfristige Erfolge 
ein. Die Langzeittherapie ist heute die Standardtherapie beim Carcinoma in situ, da 
sie einem oder zwei Zyklen BCG signifikant überlegen ist. 
Zur Therapiekontrolle ist die vierteljährliche Urinzytologie ein guter Marker. Sollte 
es zu einem Rezidiv bzw. zu einem Progress kommen, ist die Zystektomie indiziert. 
 
Tabelle 03: Therapieschemata für topische Installationstherapeutika (Jocham 
und Miller, 2007) 
Substanz Dosierung Induktionstherapie Langzeittherapie 
Doxorubicin 50 mg/Woche 6-8 Wochen monatlich 6-12 Monate 
Mitomycin C 20 mg/Woche 6-8 Wochen monatlich 6-12 Monate 
Epirubicin 50 mg/Woche 6-8 Wochen monatlich 6-12 Monate 
BCG 1-5-mal 10 Keime/Woche 6 Wochen nach 3 + 6 Monaten, 
      
dann halbjährlich bis 3 Jahre 
je 






Nicht invasive Blasentumoren  
Bei oberflächlichen Harnblasentumoren ist die chirurgische Entfernung des 
gesamten Tumors mittels einer fraktionierten transurethralen Resektion durch 
elektrische Schlinge Therapie der Wahl. In derselben Sitzung wird jeweils separat 
der Tumorrand sowie der Tumorgrund reseziert und zur histologischen 
Untersuchung geschickt. Erst dadurch kann eine R0-Resektion (tumorfreies Rand- 
bzw. Grundgewebe) nachgewiesen werden. Im Resektat sollte Detrusormuskulatur 
enthalten sein. Des Weiteren sollten mindestens 4 randomisierte Biopsien aus der 
an sich gesund darstellenden Blasenwand und eine Biopsie aus der prostatischen 
Harnröhre entnommen werden.  
Auf Grund der hohen Rezidivraten und der geringen, aber bedrohlichen 
Progressrate dieser Rezidive, sollte bei G3-Tumoren und bei Dysplasie- bzw. 
Carcinoma in situ-Nachweis in den randomisierten Biopsien eine zusätzliche 
Rezidivprophylaxe durchgeführt werden. Am häufigsten wird wegen seiner 
geringen Nebenwirkungen Mitomycin C wöchentlich für 8 Wochen und 
anschließend einmal monatlich in die Blase instilliert. Bei den Immuntherapeutika 
wird das BCG am häufigsten eingesetzt.  
Nicht bewährt zur Rezidivprophylaxe hat sich die Radiatio der Harnblase.  
 
Invasive nicht metastasierte Blasentumore  
Bei diesem Stadium des Harnblasenkarzinoms ist die radikale Zystektomie als 
Therapie der Wahl angezeigt. Bei diesem Eingriff wird die Harnblase, beim Mann 
zusätzlich die Prostata, die Samenblase und eventuell die Urethra, bei der Frau die 
vordere Vaginalwand, eventuell die Adnexen mit Uterus und ebenfalls eventuell die 
Urethra mit der Harnblase entfernt. 
Die Mortalität dieses großen Eingriffs liegt abhängig von der Erfahrung des 
Operateurs etwa zwischen 0,7 - 3%. Die perioperative Überlebensrate liegt bei 
freien regionalen Lymphknoten bei T2-Tumoren ungefähr bei 80%, bei T3a- und b-
Tumoren bei 50 - 60%. 










Heute werden folgende Möglichkeiten der Harnableitung verwendet: 
  
 - Ureter-Haut-Fistel 
 - Harnleiter-Darm-Implantation (HDI) 
 - Ileum- oder Colon-Conduit 
 - orthotope Ersatzblasen (Neoblasen) 
 - dystope Ersatzblasen mit katherterisierbarem Stoma  
 
Metastasierte Harnblasentumore (nach Zystektomie) 
Durch den kombinierten Einsatz von Methotrexat und Cisplatin mit zusätzlicher 
Gabe  von entweder Adriamycin und Vinblastin (MVAC-Schema) oder nur mit 
Vinblastin (CMV -Schema) konnten die Remissionsraten von 5% auf 50 bis 70% 
gesteigert werden, wobei davon jeweils die Hälfte als komplette Remission (CR) 
anzusehen sind. Die Nebenwirkungen sind allerdings noch erheblich, so dass 
neuere Chemotherapeutika (z.B. Paclitaxel/Carboplatin oder Gemcitabine/Cis-
platin) eingesetzt werden, deren Wirksamkeit und Verträglichkeit aber noch nicht 
endgültig beurteilt werden können. Die Langzeit-Überlebensraten des Gesamt-
kollektives betragen heute zwischen 15 - 20%.  
Die gleichen Kombinationen der oben genannten Chemotherapeutika werden auch 
zur adjuvanten und neoadjuvanten Therapie verwendet. Aufgrund der erheblichen 




Natürlicher Krankheitsverlauf von Harnblasentumoren 
Bei den nicht invasiven Tumoren entwickeln trotz kompletter transurethraler 
Resektion 60 - 80% Rezidive, von denen wiederum 80% im ersten postoperativen 
Jahr entstehen. Jeder fünfte dieser Tumoren weist einen Tumorprogress (mit 
Muskelinvasion) auf (Holmäng et al., 1995; van Brussel & Mickisch, 1999). Weil 
die 5-Jahres-Überlebens-Rate muskelinvasiver Tumoren nur etwa 60% beträgt, 
verstirbt die Hälfte dieser Patienten mit Tumorprogress, d.h. 5 bis 10% der 
Patienten mit anfänglich nicht invasivem Harnblasenkarzinom, innerhalb von 5 





Die wesentlichen Faktoren, die diesen natürlichen Krankheitsverlauf beeinflussen, 
sind:  
 - Tumorgrad 
 - T-Kategorie 
 - Multifokalität des Tumors 
 - Tumormasse 
  
Das bedeutet, dass Patienten mit sehr kleinen unifokalen TaG1 Tumoren nur ein 
geringes Risiko haben, ein Rezidiv bzw. einen Progress zu entwickeln. 
Patienten mit T1G3 Tumoren, die multifokal auftreten und bei denen sich in der 
umliegenden Schleimhaut bereits Dysplasien oder sogar ein Carcinoma in situ 
entwickelt haben,  sind am meisten gefährdet. 
Ohne Therapie überleben Patienten mit muskelinvasiven Tumoren (T2) oder solche 
mit Infiltration ins perivesikale Fettgewebe (T3) nur in 5 bis 10% länger als 5 Jahre. 
 
 
1.1.2.9. Genetik des Harnblasenkarzinoms 
 
Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung wachsen, wie oben beschrieben, 75% der 
Harnblasenkarzinome oberflächlich und zeigen ein papilläres Wachstumsmuster. 
Dem gegenüber stehen ca. 20 bis 25% primär solide Tumoren, welche bereits bei 
Erstdiagnose eine Infiltration der Muscularis propria aufweisen. Weil bei diesen 
Tumoren meist keine oberflächliche Präkusorläsion vorausgeht, wurden für die 
Entwicklung des Harnblasenkarzinoms genetisch zwei Entstehungswege postuliert 
(Dalbagni et al., 1993; Spruck et al., 1994; Knowles, 1999) (Abb. 4). Klinisch 
werden diese beiden Entstehungswege zum einen über die erhabene papilläre 
Wachstumsform und andererseits über die flache Läsion des Carcinoma in situ 
differenziert. Das unterschiedliche biologische Verhalten mit unifokalem und 
multifokalem Wachstum sowie die Rezidivneigung des Harnblasenkarzinoms kann 
allerdings nicht durch eine reine „Zwei-Säulen“-Karzinogenese ausreichend erklärt 
werden. Dennoch stellte die Hypothese der zwei Entstehungswege von Harn-
blasenkarzinomen die Basis für weitere genetische Untersuchungen dar. 
Durch die erfolgte komplette Kartierung des Genoms der Blasenmukosa ergaben 
sich weitere Erkenntnisse. Es konnten bei operierten Patienten mit invasivem 
Blasenkarzinom genetische Veränderungen an sechs speziellen chromosomalen 
Orten identifiziert werden. Solche Alterationen fand man in der gesamten Mukosa, 
nicht nur in den Bereichen mit Tumornachweis, sondern auch in denen mit 
Einleitung 21 
gesunder Mukosa. Diese ausgeprägten Veränderungen traten in einer frühen Phase 
der Karzinogenese auf und werden als Präneoplasie (forerunner genes) bezeichnet. 
Die genaue Funktion dieser Läsionen bedarf weiterer Forschung (Dalbagni et al. 
2001).  
Im folgenden Abschnitt wird nun die seit längerem bekannte Entstehung 
beschrieben. 
An der Karzinogenese des Harnblasenkarzinoms sind mehrere Onkogene beteiligt, 
welche in der Regel durch Amplifikation genetischer Sequenzen aktiviert werden. 
Die Onkogene der ras-Familie entfalten ihre Wirkung allerdings über ein mutiertes 
Proteinprodukt. Sie kodieren für 21kDa-Proteine mit GTPase-ktivität. Diese sind 
essentiell für die intrazelluläre Signaltransduktion. Eine singuläre Amino-
säuresubstitution aktiviert sie. Zugrunde liegen Missense-Mutationen auf der 
Ebene der Nukleinsäuren. Reddy et al. identifizierten in der Harnblasen-
krebszelllinie T24 die erste Mutation der ras-Onkogen-Familie 1982 als 
Punktmutation im Codon 12 des H-ras Gens (Reddy et al., 1982). H-ras Mutationen 
werden für das Transitionalzellkarzinom (TCC) der Harnblase in 6 - 84% 
beschrieben (Knowles & Williamson, 1993; Malone et al., 1985; Fitzgerald et al., 
1995; Przybojewska et al., 2000). Es ist jedoch noch unklar, ob sie bei der 
Entstehung des Harnblasenkarzinoms eine tragende Rolle spielen. Eine Alteration 
im Codon 12 des H-ras Gens ist im Gegensatz zu K-RAS Mutationen oder N-RAS 
Mutationen beim Urothelkarzinom relativ prominent. (Cordon-Cardo et al., 2000).  
Beim transgenen Mausmodell konnte eine Korrelation zwischen dem Vorliegen 
eine H-RAS Mutation und dem histopathologischem Stadium sowie der 
Tumordifferenzierung festgestellt werden. Dies gelang bei menschlichen 
Harnblasentumoren bislang jedoch nicht (Knowles & Williamson, 1993; Cordon-
Cardo et al., 2000). Das Gen ERBB2 (17q21), das einen transmembranen Rezeptor 
mit Homologität zum EGF-Rezeptor codiert, ist in einigen Harnblasenkarzinomen 
nachgewiesen worden. Vornehmlich sind lokal fortgeschrittene Tumoren mit 
schlechtem Kerndifferenzierungsrad diejenigen, die ERBB2 exprimieren 
(Hofstädter et al, 1986; Coombs et al., 1991; Moriyama et al., 1991; Sauter et al., 






Abbildung 04: Modell zur Entstehung und Progression von Transitionalzell-
karzinomen der Harnblase (Dalbagni et al., 1993; Spruck et al., 1994; Knowles, 
1999) 






In einem Teil der Harnblasenkarzinome wird das Protoonkogen CCND1 (11q13) 
exprimiert. Das Genprodukt ist Zyklin D1, das am Fortschreiten des Zellzyklus über 
den Rb-Weg beteiligt ist (Proctor et al., 1991; Bringiuer et al., 1996; Oya et al., 
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1998). Die Funktion von CCND1 kann jedoch nicht als signifikanter Prognosefaktor 
bewertet werden (Mhawech-Fauceslia et al., 2006). Neben den beschriebenen 
Onkogenen wurden in CGH Studien mehrere amplifizierte tumorassoziierte 
Chromosomenloci identifiziert, die gegebenenfalls Onkogene beherbergen. Dies 
sind die Regionen 1q22-24, 3p24-25, 3q, 5p, 6p22, 8q21-22, 10p12-14, 11q13, 12q15-
21, 13q31-33, sowie Xp11-12 und Xq21-22 (Kallioniemi et al., 1995; Richter et al., 
1997; Hovey et al., 1998). Eine weitere chromosomale Region, welche amplifiziert 
in zytogenetischen und CGH Untersuchungen nachgewiesen wurde, ist 20q. In 
vitro wiesen Urothelzellen mit dieser Amplifikation eine Immortalität auf 
(Reznikoff et al., 1996). Als ein potentielles Kandidatengen für diese Region kommt 
STK15/BTAK in Frage, welches in einigen anderen Tumorentitäten (Prostata-, 
Zervix-, Ovarial- und Mammakarzinom) amplifiziert nachgewiesen wurde. 
 
Tumorsuppressorgene (TSG) entfalten ihre Wirkung auf die Entstehung von 
Neoplasien über eine Inaktivierung (siehe 1.2.1). Der intakte Wildtyp wirkt 
hemmend auf den Zellzyklus ein. An der Kanzerogenese des TCC der Harnblase 
sind mehrere TSGs beteiligt. Große Bedeutung haben dabei das p53, das Rb, 
INK4A/ARF, PTEN und das DCC. Zusätzlich sind ebenfalls zahlreiche deletierte 
tumorassoziierte chromosomale Regionen bekannt, welche überzufällig häufig bei 
Harnblasenkarzinomen vorgefunden werden und potentiell TSG beinhalten.  
Beim Harnblasenkarzinom ist häufig eine Mutation in einem oder beiden p53 
Allelen kombiniert mit einer Deletion oder LOH („Loss of heterozygosity“) des 
kurzen Arms des Chromosoms 17 (17p13-1). Bei vielen Karzinomarten befinden sich 
die Missense-Mutationen in den Exonen 4-8, der Region der DNA-
Bindungsdomäne. Das Gen TP53 besteht aus 11 Exons und 10 Introns. Es reguliert 
den Zellzyklus. Bei DNA-Schäden inhibiert p53 in diesem Fall die Zell-
zyklusprogression von der G1 zur S-Phase durch eine transkriptionelle Aktivierung 
von p21WAF1/CIP1 (6p21). Ebenfalls spielt p53 bei der Apoptose eine Rolle. Die o.g. 
Mutationen führen zu einer Akkumulation des Proteins im Nukleus. Dies geschieht 
aufgrund einer Phosphorylierung nach der DNA-Schädigung und somit zum 
Verlust der Aktivität als Tumorsurppressor (Mitra et al. 2007). Während der 
Mitose kontolliert p53 durch seine Interaktion am Spindelkontrollpunkt den 
Übergang der Metaphase zur Anaphase und damit die korrekte Kontraktion der 
Mikrotubuli. Dies stört die Verteilung der Chromosomen auf die Tochterzelle 
(Slaton et al. 2001). Ein fortgeschrittenes Tumorstadium und schlechte 
Kerndifferenzierung korreliert mit diesen Veränderungen (Sidransky et al., 1991; 
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Habuchi et al., Fujimoto et al, 1992; 1993b; Spruck et al., 1993; Sarkis et al., 1994, 
Dalbagni et al., 1993; Esrig et al., 1994; Dalbagni et al., 2001; Mitra et al, 2007). 
Das Retinoblastoma-Tumorsurppressorgen (Rb-Gen) ist auf dem langen Arm von 
Chromosom 13 (13q14) lokalisiert. Eine Alteration ist ebenfalls mit einer schlechten 
Prognose des Harnblasenkarzinoms assoziiert (Ishikawa et al., 1991; Cairns et al., 
1991; Cordon-Cardo et al., 1992; Logothetis et al., 1992; Lipponen & Luikkonen, 
1995; Cordon-Cardo et al., 1997).  Das Proteinprodukt (pRb) ist ein nukleäres 
Phosphoprotein und greift in vielen Pathways urothelialer Karzinogenese ein. Es 
wirkt regulatorisch am G1-S Kontrollpunkt des Zellzyklus. In der 
dephosphorylierten (aktiven) Form wird der Transkriptionsfaktor E2F gebunden. 
In der phosphorylierten (inaktiven) Form wird E2F nicht mehr inhibiert und es 
werden vor allem Gene transkribiert, die für die DNA Synthese an der S-Phase 
essentiell (z.B. Thymidylate Synthetase, TS) (DeGregori et al., 1995) und für die 
Phophorylierung von Rb Enzymen des Cyclin-abhängigen Kinase Komplexes (CDK; 
cyklin-dependent kinase) verantwortlich sind (z.B. Cyclin D1/CDK4/6 und Cyclin 
E/CDK2). Eine aktivierende Kinase und eine Cyclin Komponente bilden einen 
solchen Komplex. CDK-Inhibitoren (CDKIs) regulieren die Rb Phosphorylierung 
negativ. Bei Urothelkarzinomen mit einer Rb Überexpression ist häufig das Rb Gen 
inaktiviert (Chatterjee et al., 2004). Eine Amplifikation und Überexpression von 
CDK4 konnte vor allem bei hochgradigen Urothelkarzinomen nachgewiesen 
werden (Simon et al., 2002; Aaboe et al., 2005). Eine Überexpression von Cyclin 
D1 kann in 20-80% der Harnblasentumore nachgewiesen werden und dient als 
Prognosefaktor für die Invasivität des Tumors (Reznikoff et al., 2000; Takagi et al., 
2000). In über 50% der Harnblasenkarzinome kommen Deletionen von 
Chromosom 9 vor. Die Alterationen konzentrieren sich bei Chromosom 9p um den 
Locus des TG INK4A/ARF und INK4B (p15) auf 9p21 (Spruck et al., 1994; Devlin et 
al., 1994; Williamson et al., 1995b). Von dieser komplexen chromosomalen Region 
werden drei Proteine codiert, die den Zellzyklus hemmen (p16, p14ARF, p15) 
(Nobori et al., 1994; Cairns et al., 1995). Dabei war INK4a-Gen das erste 
Kandidatengen, das für diese Region identifiziert wurde. Der humane Lokus dieses 
Gens ist CDKN2A. Da Mutationsanalysen keine Mutationshäufung nachweisen 
konnten, geht man für diesen Locus  von einer homozygoten Deletion als 
Mechanismus der Inaktivierung aus (Spruck et al., 1994; Nobori et al., 1994; 
Cairns et al., 1995; Orlow et al., 1995; Williamson et al., 1995a; Balazs et al., 1997). 
In diesem Lokus auf Chromosom 9p21 ist der CDKI p16 kodiert, welcher im Rb-
Pathway mit involviert ist (Serrano et al., 1993).  Dieser Lokus ist einer von 
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mehreren, der bei UroVysion® mittels FISH an zytologischen Urinproben 
untersucht wird. Ein positives Resultat (hetero- oder homozygote Deletion des 9p21 
Lokus) nach erfolgter intravesikaler Instillationstherapie zeigt ein 4-fach erhöhtes 
Rezidivrisiko (Halling et al., 2002). Auch in CDKN2A ist das ARF (p19) Gen 
beinhaltet, welches p14 codiert. Die Funktion von p19ARF/p14ARF  im Zellzyklus 
wurde von Stott 1998 erkannt (Stott et al., 1998). Ein Verlust von ARF hat durch 
die entfallende Zellzyklus-inhibierende Funktion eine erhöhte Zellproliferationsrate 
zur Folge (Korgaonkar et al., 2002). In der Regel werden durch eine homozygote 
Deletionen alle drei TSG dieser Region auf einmal inaktiviert. Dies wird als sehr 
effektiver Mechanismus zur Tumorinitiierung angesehen. P21, p16 und auch p27 
gehören zu den CDK-Inhibitoren (CDKIs), die die CDK-Komplexaktivität regulieren 
und somit notwenig sind für die Zellzyklus-Suppression. Das Gen p21WAF/CIP1 kodiert 
dabei das p21, welches wie oben beschrieben in Wechselwirkung mit p53 steht. p27 
wiederum bindet an die Komplexe aus Cyclin D1/CDK4/6 und an Cyclin E/CDK2. 
Dadurch wird die Progression von G1- zur S-Phase inhibiert. Ein Verlust der p27-
Expression geht mit einer Progression der Krebserkrankung vieler Tumore einher 
(Mitra et al., 2007). Ein weiteres Kandidaten-TSG auf Chromosom 9q32-33 konnte 
identifiziert werden, welches als DBC1 (Deleted in Bladder Cancer 1) bezeichnet 
wird. Ein positionales Klonieren gelang, nachdem die Region zunächst per 
Mikrosatellitenkartierung eingegrenzt werden konnte (Habuchi et al., 1997; 
Habuchi et al., 1998; Nishiyama et al., 1999). Die Promoterhypermethylierung ist 
als Mechanismus der Inaktivierung dieses Kandidatengens  erkannt worden 
(Habuchi et al., 1998; Habuchi et al., 2001). In fast 60% aller 
Harnblasenkarzinome kommen Alterationen des Chromosoms 9 stadien-
unabhängig vor, weshalb eine Deletion an 9p/9q als frühes Ereignis bei der 
Entstehung dieser Tumorentität gewertet wird.  Ein LOH an DBC1 scheint mit einer 
potentiellen späteren Metastasierung bei nicht invasiven papillären Tumoren 
assoziiert zu sein (van Oers et al., 2006; Lopez-Beltran et al. 2008). 
Es konnte auch gezeigt werden, dass das TSG PTEN auf Chromosom 10q23 in der 
Progression des Harnblasenkarzinoms eine Rolle spielt (Cappellen et al., 1997; 
Cairns et al., 1998; Kagan et al., 1998; Aveyard et al., 1999). In ungefähr 30% der 
muskelinvasiven Tumoren wird LOH von 10q23 gefunden. Der Inaktivierung des 
Gens liegt auch hier in der Mehrzahl der Fälle eine homozygote Deletion zugrunde, 
weshalb die wahre Inzidenz an Alterationen, wie sie durch konventionelle LOH-
Analysen herausgearbeitet wird,  möglicherweise unterrepräsentiert wird.  
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Um auf den Armen der Chromosomen größere Deletionen zu untersuchen, hat sich 
als sinnvolle Möglichkeit die Mikrosatellitenanalyse bzw. LOH-Analyse erwiesen 
(Knowles et al., 1994). Beim Blasenkarzinom sind verschiedene Chromosomen-
arme häufig von Deletionen betroffen. Das Verfahren der komperativen 
Hybridisierung (CGH), das auf zytogenetischer Ebene rechnerassistiert alle 
Chromosomen des Genoms gleichzeitig analysiert, bestätigte die durch Mikro-
satellitenanalyse (MSA) gewonnenen Daten und konnte zusätzliche tumor-
assoziierte chromosomale Regionen identifizieren. Dies sind neben anderen 
Regionen die Chromosomenarme 3p, 4p, 8p, 11p und 18q, welche mögliche 
Tumorgene beherbergen. Ebenfalls gestattet die CGH ohne größeren Aufwand die 
Untersuchung von in Paraffin eingebetteten, archivierten Tumormaterials. 
Unabhängig vom Tumorstadium ist die Region 4p16.3 in etwa 22% aller 
Harnblasenkarzinome deletiert. Der Locus befindet sich in enger Nachbarschaft 
zum Huntingtongen (Elder et al., 1994; Polascik et al., 1995). Fortgeschrittene, 
schlecht differenzierte Harnblasenkarzinome sind oft von 8p-LOH betroffen. Die 
per MSA-Kartierung eingegrenzten Loci (8p22-23) stimmen mit denen des 
Karzinoms der Prostata und der kolorektalen Karzinome überein (Knowles et al., 
1993; Takle & Knowles, 1996a; Crundwell et al., 1996; Chughtai et al., 1999; 
Muscheck et al., 2000). Da in über 50% der Harnblasenkarzinome Chromosom-8p-
LOH vorkommt und diese Alteration progressassoziiert ist, ist sie für weitere 
Untersuchungen zur Kanzerogenese dieses Tumors von großem Interesse. Bei bis 
zu 48, 40 und 10-40% der Harnblasentumoren wird LOH an den Chromosomen 
3p, 11p und 14q gefunden (Fearon et al., 1985; Tsai et al., 1990; Presti et al., 1991; 
Shaw & Knowles, 1995; Chang et al., 1995; Li et al., 1996). Die Arbeitsgruppe um 
Tzai konnte Verluste an 3p, 11p und 14q mit 16,9%, 31,0% bzw. 40,8% nachweisen 
(Tzai et al. 2003).  Der Verlust von Chromosom 18q ist beim Harnblasentumor mit 
der Progression assoziiert (Brewster et al., 1994). Da der Chromosomenarm 18q 
das DCC (Deleted in Colon Cancer), ein für kolorektale Karzinome wichtiges TSG, 
beherbergt, ist dieser von Interesse.  
Auf Chromosom 20q13 ist das Gen Aurora A lokalisiert. Es ist auch unter den 
Bezeichnungen Aurora-2, BTAK und STK15 bekannt. Dies ist eine Serin-Threonin-
Kinase, welche in Prozesse der Zytokinese und Zellteilung durch die Regulation der 
chromosomalen Regulation involviert ist. Diese Region ist bei vielen 
Organen/Geweben häufig von Aberrationen betroffen (Bolanos-Garcia, 2005).  
Das Aurora-A-Protein beeinflusst durch Wechselwirkungen mit den Mitose-
Kontrollpunkt-Proteinen die Zellteilung. Im Rahmen der G1-Phase wird dieses 
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Protein degradiert bzw. inaktiviert. Wird diese Kinase überexpremiert, kommt es zu 
genetischer Instabilität und somit zur Tumorgenese (Ke et al., 2003). Eine 
Resistenz gegen die Taxol induzierte Apoptose wird durch eine Überexpression der 
Aurora-A-Kinase ausgelöst (Bolanos-Garcia, 2005). Zusätzlich ist Aurora A im 
p53-Pathway eine Schlüsselkomponente. Durch die Überexpression kommt es zur 
p53 Degradierung und somit eine Onkogentransformation erleichtert wird 
(Katayama et al., 2004). In kanzerösen Läsionen der Harnblase finden sich 
erhöhte Aurora-A-Expressionswerte. Es konnte eine Korrelation zwischen einer 
niedriggradigen Aurora-A-Amplifikation bei histologisch benigne wirkendem 
Urothel bei Harnblasenkrebspatienten und einem verminderten rezidivfreien und 
tumorspezifischen Überleben nachgewiesen werden (Denzinger et al., 2007).  
 
Bislang wurden basierend auf molekulargenetischen Untersuchungen zwei 
Entstehungswege einer Progression des Urothelkarzinoms der Blase postuliert. 
Einer davon mündet in der Entstehung solider Tumoren. Diese Entwicklung ist mit 
dem Carcinoma in situ assoziiert. Das normale Urothel transformiert sich initial in 
Atypien/Dysplasien. Die nächste Veränderung führt zu in situ Karzinomen und 
letztlich zu invasiven Tumoren der Blase.  Der Funktionsverlust von p53 ist hierbei 
die häufigste genetische Alteration. Der andere Weg führt über die oberflächlichen 
papillären, primär nicht invasiv wachsenden Tumore. Auch hier entstehen initial 
Atypien/Dysplasien des Urothels. Diese gehen in papilläre low-grade Karzinome 
über und münden schließlich in invasiven Karzinomen. Hier ist ein LOH an 
Chromosom 9 die häufigste Alteration. Diese beiden Wege existieren jedoch nicht 
streng nebeneinander, sondern können miteinander interagieren und sich 
überlappen. LOH an 9p/q waren häufig bei oberflächlichen high-grade Tumoren 
sowie bei invasiven Urothelkarzinomen zu beobachten. Dieser Sachverhalt ist mit 
beiden beschriebenen Entwicklungswegen nicht in Deckung zu bringen. Ein LOH 
an 9p/q kann beide Entstehungswege somit nicht erklären (Mhawech-Fauceslia et 
al. 2006). Ein weiterer modifizierter Weg bezieht FGFR3 Mutationen mit ein. Eine 
Mutationsaktivierung von FGFR3 ist bei Patienten mit low-grade Tumoren bzw. 
Patienten mit niedrigem Tumorstadium und auch einer guten Prognose 
nachgewiesen worden (Babaian et al. 2011; Martino et al. 2012). Tumore mit p53 
Mutation sind eher invasivere und aggessivere Tumore mit schlechter Prognose. In 
80% aller Harnblasentumore können diese beiden Mutationen gefunden werden 
(van Rhin et al. 2004). Alle genetischen Veränderungen können nicht durch diese 
beiden Möglichkeiten abgebildet werden.  
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Die initiale Veränderung von normalem Urothel über eine Atypie zu einer Dysplasie 
scheint abhängig von FGFR3 zu sein. Anschließend gibt es drei verschiedene Wege: 
1.) Ausgehend von einer Dysplasie entwickelt sich über einen oberflächlichen 
papillären pTa Tumor ein pT1 Tumor bis hin zu einem muskelinvasiv wachsenden 
pT2 Tumor. 
2.) Ausgehend von einer Dysplasie entwickelt sich ein Carcinoma in situ und über 
einen minimal invasiven Tumor letztlich ein muskelinvasiver Tumor. 
3.) Ausgehend von einer Dysplasie entwickelt sich ein papillärer pT1 Tumor und 
mündet im muskelinvasiven Tumor. (Mhawech-Fauceslia et al. 2006). 




























































Abbildung 05: Möglicher Weg der Karzinogenese des Urothelkarzinoms der 




























Erneutes Auftreten Erneutes Auftreten 
 
+ p53, STK-15, TRIO, 
FHIT, p63, Nm23-H1 
-Alterationen von 20q, 5p 
-Alterationen in   Adhesion, 
Angiogenese, Matrix remodeling 
gene products 
+ p53, STK-15, TRIO, 
    FHIT, p63, Nm23-H1 
- Alterationen von 20q, 5p 
- Alterationen in  Adhäsion,  
   Angiogenese, Matrix remodeling   







  TSC1 
FGFR3 
Einleitung 30 
1.2. Molekulargenetische Analyse 
 
1.2.1. Mikrosatellitenanalyse (MSA) 
 
Durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden die molekularen Nachweis-
methoden revolutioniert. Der Chemiker Kary Mullis erhielt für diese 1983 
entwickelte Technik 1993 den Nobelpreis für Chemie (Mullis et al. 1983). Über eine 
bestimmte Abfolge temperaturabhängiger enzymatischer Vorgänge kann man nun 
verschieden lange DNA-Sequenzen beliebig oft vervielfältigen. Die MSA basiert auf 
der PCR. Man kann Mikrosatelliten-DNA per PCR amplifizieren und danach 
gelelektrophoretisch auftrennen. Mikrosatelliten stellen sich als nicht-codierende 
chromosomale Loci dar, welche eine charakteristische repetetive Sequenzabfolge 
aufweisen, die sich als Di-, Tri- oder Tetranukeotidrepeats darstellen (z.B. CA-
Repeat, ATA-Repeat bzw. GATA-Repeat). Die Anzahl der Wiederholungen dieser 
charakteristischen Sequenzabfolgen ist sehr variabel. Die Repeats sind somit 
polymorph. Dies bedeutet, dass ein Mikrosatellitenlocus heterozygot ist, wenn ein 
Unterschied zwischen den paternen und maternen Repeats besteht. Demgegenüber 
spricht man von einem homozygoten Locus des untersuchten Mikrosatelliten, wenn 
die Anzahl der Wiederholungen auf beiden Allelen gleich ist. Daraus leitet sich der 
Begriff „Loss of Heterozygosity“ (LOH) ab. Damit wird zum Beispiel der Verlust 
eines Allels durch Deletion des untersuchten heterozygoten chromosomalen 
Abschnitts beschrieben. Eine Analyse des Locus ist nur bei heterozygoten 
(„informativen“) Fällen möglich. Dabei beträgt die Heterozygotierate der 
Mikrosatelliten ungefähr 70 - 90% aller untersuchten Individuen.  Die Zuordnung 
der Allele ist bei dieser Methode möglich. Heterozygote Fälle stellen sich nach 
gelelektrophoretischer Trennung durch die PCR-amplifzierten Mikrosatelliten als 
charakteristische Doppelbanden dar.  Zur Sequenzierung stehen Lasergeräte zur 
Verfügung, die die fluoreszierenden PCR-Produkte sowohl qualitativ als auch 
quantitativ abbilden können (vgl. Abb. 10).  
Durch die MSA können im Bereich der onkologischen Molekulargenetik sowohl 
Verluste genetischen Materials, im Sinne von Deletion oder LOH, als auch das 
Hinzukommen genetischen Materials, z.B. Duplikationen, Amplifikationen oder 
Trisomien, und des weiteren ebenfalls Längeninstabilitäten eines Mikrosatelliten, 
so genannte „microsatelliteinstability“, nachgewiesen werden. In den heterozygoten 
Fällen gelingt der Nachweis von Veränderungen jedoch nur dann, wenn eine 
unveränderte, gesunde „Normal-DNA“ vorliegt und parallel untersucht wird. Diese 
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gewinnt man meistens aus Lymphozyten einer Vollblutprobe. Abweichungen im 
DNA-Gehalt der jeweiligen Allele zueinander im Vergleich zur Normal-DNA 
bezeichnet man als allelische Imbalanz (AI). Knowles et al. führten mit jeweils nur 
zwei Mikrosatelliten pro Chromosomenarm eine Allelotypisierung des Harnblasen-
karzinoms durch (Knowles et al., 1994). Die Mikrosatelliten liegen auf den 
Chromosomen verteilt vor, so dass man sich diese Tatsache zur „Kartierung“ 
(„mapping“) zunutze machen kann, wenn für das untersuchte Chromosom mehrere 
Mikrosatellitenmarker verwendet werden (Cairns et al., 1993; Bohlander et al., 
1994; Cairns et al., 1995; Habuchi et al., 1995; Wilhelm et al., 1995; Takle & 
Knowles, 1996a; Chudek et al., 1997; Habuchi et al., 1997; Nishiyama et al., 1999; 
Ohgaki et al., 1999; Simoneau et al., 1999).  Diese Kartierungsversuche mittels der 
Mikrosatelliten sind die nötigen ersten Schritte zur Klonierung neuer Tumorgene. 
So konnte beim Harnblasenkarzinom auf Chromosomenarm 9q eine Region soweit 
eingegrenzt werden, dass es gelang, ein potentielles Tumorsuppressorgen zu 
identifizieren (Latif et al., 1993; Habuchi et al., 1998).  
Die MSA kann auch zum Nachweis von DNA-Alterationen in Körperflüssigkeiten 
genutzt werden. Dies ist möglich, weil nur geringe Mengen der zu amplifizierenden 
DNA notwendig sind (Coulet et al., 2000). So gelang es, Alterationen im Serum 
beim Nierenzellkarzinom nachzuweisen (von Knobloch et al., 2002). Auch konnte 
mit einer hohen Sensitivität und Spezifität bei betroffenen Patienten mit einem 
Harnblasen-karzinom der Tumornachweis anhand des Urins  geführt werden (Mao 
et al., 1996; Steiner et al., 1997; Mourah et al., 1998). Die erzielten Ergebnisse 
waren stadienunabhängig (von Knobloch et al., 2004). Andere Arbeitsgrupppen 
konnten diese guten Ergebnisse nicht reproduzieren. Eine geringe Anzahl an 
Mikro-satellitenmarkern und die geringe Patientenzahl kann dafür 
ausschlaggebend sein. Zusätzlich waren diese Ergebnisse nicht stadienunabhängig 
(Szarvas et al., 2007). Auch der serologische Tumornachweis ist bei 
verschiedensten Tumorentitäten möglich (Chen et al., 1996; Nawroz et al., 1996; 
Hibi et al., 1998; Sozzi et al., 1999; Shaw et al., 2000). Goessel gelang unter Einsatz 
von nur 4 Mikrosatellitenmarkern erstmals bei einem Nierenzellkarzinom als 
erstem urologischem Tumor der Nachweis von Alterationen der Tumor-DNA im 
Plasma (Goessl et al., 1998). In Abhängigkeit von der Zahl der eingesetzten 
Mikrosatelliten erreicht man Sensitivitätswerte von ~ 70% bei 100% Spezifität. 
Diese Arbeiten zeichnen sich jedoch durch sehr geringe Populationen an 
Tumorpatienten aus und zusätzlich wurden nur wenige gesunde Probanden, meist 
nicht mehr als 10, zur Beurteilung der Spezifität getestet. Außerdem muss man bei 
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geringen DNA-Konzentrationen (<100 ng/ml) mit falsch-positiven PCR-Artefakten 




Zur Sequenzierung des Genoms schlüsselt man die molekulare Struktur der DNA-
Stränge auf. Dabei identifiziert man die Reihenfolge der vier DNA-Basen Adenosin 
(A), Cytidin (C), Guanosin (G) und Thymidin (T). Weil die DNA eine Doppelstrang-
Helix mit zwei komplementären DNA-Strängen aufweist, können beide DNA-
Sequenzen sequenziert werden. Komplementäre Basenpaare bilden A-T und C-G. 
Sequenziert werden die PCR-Produkte nach gelelektrophoretischer Auftrennung 
durch rechnerassistierte Automaten, indem diese die Fluoreszenzmarkierung 
erkennen. Beispielhaft wird in Abbildung 06 eine aufgeschlüsselte DNA-Sequenz 
des p53 Tumorsuppressorgens mit einer Punktmutation einer Base dargestellt. Dies 
führt zu einem verändertem Genprodukt, wenn im Rahmen der Knudson´schen 
Zwei-Treffer-Theorie das andere Allel des Gens durch eine Deletion inaktiviert 
worden sein sollte (Abb. 1).  
Im ras Onkogen gelang 1982 erstmals der Nachweis einer Punktmutation in einer 
Blasenkarzinomzelllinie (Tabin et al., 1982). Neun Jahre später konnte Sidransky 
et al. eine Assoziation von p53-Mutationen mit invasiven Blasenkarzinomen 
nachweisen. Bei 1-7% der am Blasenkarzinom erkrankten Patienten konnten in 
dieser Studie die gleiche p53-Mutation nachgewiesen werden (Sidransky et al., 
1991).  Mitra et al. konnten 2007 die Funktion von p53 in Verbindung mit dem 
Retinoblastoma Gen nachweisen (Mitra et al., 2007).  
Erstmals gelang die Identifikation tumorspezifischer DNA-Alterationen im Urin 
und somit in einer Körperflüssigkeit. Durch die Gensequenzierung konnte zum 
Beispiel das für Nierenzellkarzinome spezifische VHL Gen sowie ein auf 3p 
lokalisiertes Tumorgen identifiziert werden (Latif et al., 1993; Hanke et al., 2001). 
Sorensen et al. konnten 1994 erstmals mutierte Sequenzen des K-ras Onkogens im 
Plasma von 3 an einem Pankreaskarzinom erkrankten Patienten nachweisen 
(Sorensen et al., 1994). Mutationen von p53 konnten im Plasma von Patienten mit 
kleinzelligen Bronchialkarzinomen, Mammakarzinomen und kolorektalen 
Karzinomen nachgewiesen werden. Jedoch fanden sich nur sehr geringe 
Detektionsraten von 5% beim Mammakarzinom und 29% bei den kolorektalen 
Karzinomen (Mayall et al., 1998; Silva et al., 1999; Gonzalez et al., 2000). In der 
Fragmentanalyse können mutationsspezifische PCR-Verfahren ohne die klassische 
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Sequenzierung mutierte DNA nachweisen (vgl. Mikrosatellitenanalyse). Aufgrund 
des häufigen Vorliegens von Mutationen des K-ras Onkogens (Codons 12-13)  bei 
gastrointestinalen Tumoren und dem Bronchialkarzinom konnte anhand dieser 
Methode ein hoher Prozentsatz an Plasma-DNA-Mutationen nachgewiesen werden 
(Mulchay et al., 1996; Anker et al., 1997; Kopreski et al., 1997; Mulcahy et al., 
1998). Urologische Tumore weisen keine signifikant erhöhte Inzidenz von 
Genmutationen im Primärtumor auf (>30%). Aufgrund des Fehlens dieses 
„Clusterings“ bietet sich ein auf spezifischen Mutationen basierendes Verfahren zur 
serologischen Tumordetektion nicht an.  
Auch epigenetische DNA-Alterationen können als molekulare Marker von 
Tumorerkrankungen verwendet werden. Als genetischer Marker dient der 
Nachweis einer expressionsinhibierenden Promoterhypermethylierung von bereits 
identifizierten und vermuteten (englisch: „putative“) Tumorsurppressorgenen 
(Herman et al., 1995; Merlo et al., 1995; Herman et al., 1996; Herman et al., 1996; 
Esteller et al., 1999; Esteller et al., 2000; Verkaik et al., 2000; Brabender et al., 
2001; Cui et al., 2001; Dong et al., 2001; Habuchi et al., 2001; Kito et al., 2001; Lin 
et al., 2001; Rosas et al., 2001). Die Promoterhypermethylierung von CpG Inseln 
ist mit der Entstehung und auch der Prognose des Harnblasenkarzinoms assoziiert. 
Marker einer solchen Methylierung könnten zukünftig als nicht invasive Diagnostik 







Abbildung 06: Sequenzierungsergebnis des Exons 7 des Tumorsuppressorgens 
p53 mit einer Punktmutation (Basenaustausch von Guanosin gegen Adenosin   ). 
Die Sequenzierung wurde mit dem Lasersequenzierungsgerät ALFexpress der 
Firma Amersham-Pharmacia Biotech durchgeführt (Beispiel aus der 



























1.3.1. Konventionelle Tumormarker 
 
Für das muskelinvasive Harnblasenkarzinom stehen nach einer erfolgten 
chirurgischen Intervention keine  zuverlässigen serologischen Tumormarker zu 
Verfügung, welche idealerweise eine okkulte Mikrometastasierung detektieren 
könnten, bevor über bildgebende Verfahren eine Filialisierung manifest wird. Eine 
Metastasendiagnose lässt sich in der Nachsorge mittels bildgebender Verfahren 
ausschließlich bei makroskopischer Metastasierung mit hoher Zellzahl nachweisen. 
Bei Patienten mit einem oberflächlichen Urothelkarzinom nach stattgehabter 
organerhaltender transurethraler Resektion ist es möglich, ein Rezidiv anhand 
einer Urinzytologie mit hoher Sicherheit zu identifizieren. Die Sensitivität dieser 
Methode variiert allerdings abhängig vom Tumordifferenzierungsgrad (17  bis 
96%). Bei G1 Tumoren beträgt sie nur 17 bis 38% (Wiener et al., 1998), bei G2 
Tumoren 75-80% und bei G3 Tumoren 85-95%. Cis wird mit 95% Sensivität mittels 
Zytologie erkannt. Die Spezifität ist insgesamt hoch. (Rübben et al., 1979; Koss et 
al., 1985; Murphy et al., 1990; Wiener et al., 1993; Gregoire et al., 1997; Murphy et 
al., 1997;  Glas et al., 2003). 
Ein Tumormarker für die jeweilige Krebserkrankung ist ideal, wenn er neben einer 
hohen Sensitivität ebenfalls eine hohe Spezifität aufweist. Da die meisten zur 
Verfügung stehenden serologischen Tumormarker in der Spezifität 
Einschränkungen aufweisen, sind sie in der Primärdiagnostik bei Risiko-
populationen als Screeningdiagnostik nicht einsetzbar (Klavins, 1983a; Klavins, 
1983b; Bates, 1991). Das prostataspezifische Antigen (PSA) stellt bei urologischen 
Tumoren darin eine Ausnahme dar (Oesterling, 1991a; Oesterling, 1991b; Labrie et 
al., 1999). Prostatakarzinome können aufgrund des PSA-Screenings in frühen, 
organbegrenzten Stadien diagnostiziert werden und entweder einer abwartenden 
Therapie (active surveillance) bzw. einer kurativen Therapie zugeführt werden. Bei 
vielen anderen Tumorentitäten können unterschiedliche konventionelle 
serologische Marker in der Früh- und Nachsorgediagnostik angewendet werden. 
Sie bestehen meist aus löslichen Glykoproteinen (von Kleist, 1980; Bates, 1991; 
Lamerz et al., 1993; Ferrigno et al., 1994; Rassekh et al., 1994; Bosl & Chaganti, 
1994; Taylor & Schwartz, 1994; Grem, 1997). Für das Harnblasenkarzinom stehen 
derzeit keine zuverlässigen serologischen Marker zur Verfügung. Die Erschließung 
neuer Methoden zur nicht-invasiven und von morphologischen Kriterien 
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unabhängigen Frühdiagnostik der Tumoren des Harntraktes ist somit von großer 
klinischer Bedeutung. Marker der Frühdiagnostik könnten auch verlässlich bei 
diesen Tumoren in der Verlaufskontrolle zur Beurteilung des Therapieerfolges 
eingesetzt werden. 
 
1.3.2. Molekulare Tumormarker 
 
1.3.2.1. mRNA-basierter Nachweis zirkulierender Tumorzellen 
 
Smith gelang es 1991 erstmals beim malignen Melanom zirkulierende Tumorzellen 
im Blut nachzuweisen (Smith et al., 1991). In den folgenden Jahren gelang dies 
auch bei den meisten anderen Tumoren (Smith et al., 1991; Brossart et al., 1994; 
Castaldo et al., 1997; Castaldo et al., 1997; Peck et al., 1998; Bostick et al., 1998; 
Wyld et al., 1998). Bei den Tumoren des urologischen Fachbereichs ist das 
Prostatakarzinom am intensivsten untersucht worden (Moreno et al., 1992; Olsson 
et al., 1997; Ennis et al., 1997). Bereits 1992 konnten zirkulierende Tumorzellen 
nachgewiesen werden (Moreno et al., 1992). In Abhängigkeit vom Tumorstadium 
konnten Detektionsraten von bis zu 90% erzielt werden. Für das 
Harnblasenkarzinom liegen ebenfalls Ergebnisse vor (Fujii et al., 1999; Retz et al., 
2001). Beim Urothelkarzinom der Harnblase ist in diesem Zusammenhang die 
Exprimierung von Cytokeratinen der epithelialen Zellen von entscheidender 
Bedeutung. Ashida gelang bei einer Gruppe von 20 Nierenzellkarzinomen mit 
bestätigter VHL-Gen-Mutation der Nachweis zirkulierender Tumorzellen (Ashida 
et al., 2000). Diese zirkulierenden Tumorzellen wurden mittels der Reversen 
Transkriptase PCR (RT-PCR) bei der Analyse von mRNA nachgewiesen. Als 
Transcript wird beim Harnblasenkarzinom Cytokeratin-20, beim Prostatakarzinom 
die PSA- oder PSMA-(prostataspezifische Membranantigen) und beim 
Nierenzellkarzinom die VHL-Mutation genutzt. Jedoch resultieren häufig falsch-
positive Ergebnisse, da trotz hoher Sensitivität der „charakteristischen“ mRNA die 
Nachweisverfahren weder organ- noch tumorspezifisch sind. Somit konnte diese 
Methode nicht als Standarddiagnostikum bei den oben genannten urologischen 
Tumoren etabliert werden. Eine weitere Strategie ist der submikroskopische 
Nachweis von positiven chirurgischen Absetzungsrändern (d.h.: Tumorzell-
nachweis an der Schnittkante) zur Beurteilung eines Lokalrezidivrisikos, zur 
Beurteilung einer lymphogenen Metastasierung in entnommenen Lymphknoten 
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oder im Knochenmark zur Risikoabschätzung einer hämatogenen Metastasierung 
(Theodorescu et al., 1999; Retz et al., 2001; Straub et al., 2001).  
Aus dem Urin können in größerer Anzahl abgeschilferte Zellen in der zytologischen 
Aufarbeitung nachgewiesen werden. Die Sensitivität kann hier signifikant erhöht 
werden durch den mRNA basierten Nachweis, weil Tumor- zu Normalzelle im 
Verhältnis 1 : 10x106 stehen müssen. Für Karzinome des Übergangsepithels des 
Harntraktes sind zahlreiche Studien über den Nachweis von Tumorzellen anhand 
von Telomerase und Cytokeratin-20 (CK-20) erschienen (Müller et al., 1998; 
Buchumensky et al., 1998; Klein et al., 1998; Rotem et al., 2000; Bialkowska-
Hobrzanska et al., 2000; Cassel et al., 2001). Der RNA-basierte 
Telomerasenachweis ist der früheren Bestimmung der Telomeraseaktivität mittels 
TRAP-Test (telomeric repeat amplification protocol) überlegen (Linn et al., 1997; 
Müller et al., 1998). Allerdings geht die Spezifität aufgrund hoher falsch-positiver 
Ergebnisse bei dem Telomerase- und CK-20-abhängigen Tumorzellnachweis 
zurück (Bialkowska-Hobrzanska et al., 2000; Cassel et al., 2001). 
 
1.3.2.2. DNA-basierter Nachweis zellgebundener Tumor-DNA 
 
Zellgebundene DNA wird im Blut oder anderen Körpersekreten durch den 
Nachweis genetischer Alterationen am Tumorgewebe identifiziert. Durch solche 
Verfahren konnten genetische Klassifikationen aufgestellt werden, da die 
Zusammenhänge der malignen Tumorentstehung dargelegt wurden (Knudson, Jr. 
& Strong, 1972; Fearon & Vogelstein, 1990; Sidransky et al., 1992; Dalbagni et al., 
1993; Dalbagni et al., 1993; Spruck et al., 1994; Sandberg & Berger, 1994; Bugert 
& Kovacs, 1996; Steiner & Sidransky, 1996; Kovacs et al., 1997; Störkel et al., 1997; 
Birch et al., 1998). 1991 identifizierten Sidransky et al. in einer der Pionierarbeiten 
zum molekularen Nachweis von Tumor-DNA in Körpersekreten die p53-
Genmutationen im Urin von Blasenkarzinompatienten (Sidransky et al., 1991). 
Durch die auf DNA-Alterationen basierende Methode der MSA konnte der 
Nachweis eines Harnblasentumors im Urin weiter verfeinert werden (Mao et al., 
1996; Linn et al., 1997; Steiner et al., 1997; Mourah et al., 1998; Baron et al., 2000; 
Christensen et al., 2000; Schneider et al., 2000). Eisenberger et al. gelang ebenfalls 
die Diagnose eines Nierenzellkarzinoms im Urin mittels der MSA (Eisenberger et 
al., 1999). 
Auch in anderen Körpersekreten können abgeschilferte Zellen durch die 
Identifikation tumorspezifischer Alterationen nachgewiesen werden. Zur Diagnose 
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kolorektaler Karzinome kann Stuhl (Ratto et al., 1996; Nollau et al., 1996; Ahlquist 
et al., 2000), Duodenalsaft zur Diagnose von Pankreaskarzinomen (Tada et al., 
1993), Peritoneallavage zur Diagnose von Ovarialkarzinomen (Hickey et al., 1999), 
Sputum zur Diagnose von Tumoren des Mund- und Rachenraumes sowie 
Bronchialkarzinomen (Takeda et al., 1993; Boyle et al., 1994; Miozzo et al., 1996; 
Fliss et al., 2000) und Liquor zur Diagnose neurologischer Tumoren eingesetzt 
werden. Dabei können DNA-Alterationen in Körpersekreten bereits Jahre vor 
einem Auftreten morphologisch fassbarer Tumorerkrankungen bzw. in frühen 
klinischen Stadien nachgewiesen werden (Mao et al., 1994; Wakabayashi et al., 
1996; Steiner et al., 1997; Eisenberger et al., 1999; Palmisano et al., 2000; 
Kersting et al., 2000). Im Screening von Risikopopulationen haben die methodisch 
sehr aufwendigen DNA gestützten Analyseverfahren ein Potential zur 
Früherkennung der jeweiligen Tumorerkrankung. 
 
1.3.2.3. DNA-basierter Nachweis zellfreier Tumor-DNA in Serum 
und Plasma 
 
Die DNA zirkuliert in fragmentierter Form frei im Blut und liegt nicht nur als 
chromosomale DNA des Zellkerns vor. Für den Nachweis dieser frei zirkulierender 
Serum- oder Plasma-DNA mit tumorspezifischen Alterationen (sozusagen 
Tumormarker) existieren heutzutage molekulare Detektionstechniken. Mandel und 
Metais wiesen erstmals 1948 freie Nukleinsäuren im Plasma nach (Mandel & 
Metais, 1948). Leon et al. identifizierten rund 30 Jahre später erhöhte Serum-DNA-
Konzentrationen onkologischer Patienten. Nach erfolgter Therapie konnten sie 
einen Rückgang der DNA-Konzentrationen nachweisen (Leon et al., 1977). 
Allerdings wurden auch bei benignen Grunderkrankungen erhöhte DNA-
Konzentrationen gefunden (Tan et al., 1966; Koffler et al., 1973; Leon et al., 1977). 
Als ein Herkunftsort dieser freien „normalen“ DNA konnten die Lymphozyten 
identifiziert werden (Anker et al., 1975; Jachertz et al., 1979). 1989 gelang es der 
Arbeitsgruppe von Stroun, tumorspezifische Charakteristika in Plasma-DNA von 
Tumorpatienten nachzuweisen (Stroun et al., 1989). Diese Ergebnisse konnten 5 
Jahre später von den Arbeitsgruppen um Sorenson bzw. Vasioukhin bestätigt 
werden (Sorenson et al., 1994; Vasioukhin et al., 1994). Der entscheidende 
Durchbruch  zur Detektion tumorspezifischer Serum- und Plasma-DNA-
Alterationen gelang erst mit Hilfe der MSA 1996 den Arbeitsgruppen von Chen et 
al. (kleinzelliges Bronchialkarzinom) und Nawroz et al. (Tumoren des Kopf-Hals-
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Bereiches) (Chen et al., 1996; Nawroz et al., 1996; Boland, 1996). Als erster 
urologischer Tumor konnte die Berliner Arbeitsgruppe um Goessl beim 
„hellzelligen“ Nierenzellkarzinom tumorspezifische Plasma-DNA-Alterationen mit 
nur 4 Mikrosatellitenmarkern des Chromosoms 3p bei 40 Patienten nachweisen 
(Goessl et al., 1998; Goessl, 2000). Die Arbeitsgruppe um Sidransky bestätigte im 
darauf folgenden Jahr diese Ergebnisse. Zusätzlich gelang auch der Nachweis, mit 
den gleichen Mikrosatellitenmarkern tumorspezifische Alterationen auch im Urin 
der Patienten nachzuweisen (Eisenberger et al., 1999). Goessl et al. konnten 
ebenfalls durch den Nachweis einer GSTP1-Promoterhypermethylierung beim 
Prostatakarzinom einen Tumornachweis nicht nur im Plasma, sondern auch im 
Ejakulat und Exprimaturin der Tumorpatienten stellen. Die Sensitivität lag bei 70% 
(Goessl et al., 2000; Goessl et al., 2001). Cairns et al. konnten mit dieser Methode 
einen Tumornachweis bei 27% der Urinproben von 22 Prostatakarzinompatienten 
erzielen (Cairns et al., 2001). 
Der Nachweis von DNA-Alterationen im Plasma ist ein sehr sensitives Verfahren. 
Man benötigt lediglich Konzentrationen von 10 bis 30 ng/ml bei gesunden 
Probanden bzw. 180 bis 400 ng/ml bei Karzinompatienten an frei zirkulierender 
DNA, was allerdings die Möglichkeit von PCR-Artefakten steigert (Steinmann, 
1975; Leon et al., 1975; Leon et al., 1977; Shapiro et al., 1983). Mit der MSA 
 können Alterationen im Serum bis zu einem Verhältnis von 0,5% Tumor- zu 
Normal-DNA nachgewiesen werden (Coulet et al., 2000). Die Freisetzung normaler 
DNA beim Gerinnungsprozess erklärt die höheren Konzentrationen im Serum (Jen 
et al., 2000). Eine Assoziation zwischen dem serologischen Nachweis 
tumorspezifischer DNA-Alterationen und dem Tumorstadium ist in den meisten 
Studien nicht beschrieben worden (Goessl et al., 1998; Sozzi et al., 1999; Silva et 
al., 1999). Ein klinischer Vorteil dieser Tatsache ist der Nachweis auch früher 
klinischer Stadien oder sogar klinisch inapparenter Tumore. Allerdings gestattet 
diese Methode keine Aussage über die Prognose. Jedoch bestehen Möglichkeiten, 
den Krankheitsverlauf zu beurteilen oder die Frühdiagnose von Rezidiven zu 
stellen, bevor sie in bildgebenden Verfahren beschrieben werden können (Mulcahy 
et al., 1998; Sozzi et al., 2001). 
 
1.3.2.4. Zirkulierende Tumor-RNA und virale DNA 
 
Es gelang zudem der tumorspezifische Nachweis von freier RNA im Serum bei 
onkologischen Patienten (Kopreski et al., 1997; Chen et al., 2000). Auch der 
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Nachweis freier Virus-DNA bei virusassoziierten Tumorleiden konnte als Marker 
detektiert werden (Lo et al., 1999; Shotelersuk et al., 2000; Capone et al., 2000; 
Pornthanaksem et al., 2001). 
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2. Zielsetzung und Fragestellung 
 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, beim Transitionalzellkarzinom der Harnblase 
durch molekulare Analysen progressionsassoziierte Marker  zu identifizieren und 
einen DNA basierten Nachweis tumorspezifischer Alterationen in Serum und Urin 
 zur Anwendung als serologische und uringestützte Tumordiagnostik zu führen. 
Dazu wurden durch Anwendung der Mikrosatellitenanalyse und der 
unterstützenden Anwendung zytogenetische Methoden untersucht: 
 
- Anwendung der Mikrosatellitenanalyse zur Allelotypisierung des 
Marburger Krankengutes an Harnblasenkarzinompatienten. 
- Können progressionsassoziierte chromosomale Regionen identifiziert 
werden? 
- Anwendung der Mikrosatellitenanalyse zur Detektion von Serum-DNA- 
und Urin-DNA-Alterationen. 
- Wie hoch ist die Sensitivität der Methode für die Serum- und Urin-
Diagnose beim Harnblasenkarzinom? 
- Sind die identifizierten Serum-DNA- und Urin-DNA-Alterationen 
tumorspezifisch? 
- Korreliert der Nachweis von Serum-DNA- oder Urin-DNA-Alterationen 
mit Tumorstadium und Kerndifferenzierung des Primärtumors? 
- Identifikation von Mikrosatellitenmarkern mit höchster Sensitivität für 
die Serum- und Urin-Diagnose. 
- Vergleich der Ergebnisse der verwendeten 10 Marker mit den 
Ergebnissen  der Vorarbeiten von von Knobloch mit 17 Markern (von 
Knobloch et al., 2002). 
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3. Material und Methoden 
 




Probengewinnung:  - Mikrozentrifuge: - Biofuge tresco, Fa. Heraeus  
       Instruments/Osterode/Deutschland   
    - Minifuge T, Fa. Heraeus      
       Instruments/Osterode/Deutschland 
DNA-Extraktion:  - Mikrozentrifuge: s.o. 
- Vortexer, Fa. Merck  Eurolab/Darmstadt/   
                                         Deutschland 
DNA-Messung:  - UV-Photometer: GeneRay, Fa. Biometra / Göttingen/ 
       Deutschland 
PCR-Amplifikation:   - PTC 100 Thermocycler, Fa. MJ Research, Watertown, 
       Massachusetts, USA 
Mikrosatelliten-Analyse: - ALFexpress II®, Fa. Amersham Pharmacia    
                                                     Biosciences/ Freiburg/Deutschland 
    - Fragment-Manager-Software: FM 1.2, Fa. Amersham  
                  Pharmacia Biosciences/Freiburg/Deutschland 
    - ReproSet, Fa. Amersham Pharmacia Biosciences/ 
      Pharmacia Biosciences/Freiburg/Deutschland 
Sonstiges:   - EDTA-Vollblut Monovetten 
    - Serum Monovetten 
    - Greiner-Röhrchen (50ml / klein / groß) 
    - Pasteurpipette /Pipetten 
    - Petrischale 
    - 15 ml Zentrifugenröhrchen 
    - 2 ml Collection Tube 
    - Küvette 









a) verwendete Kits 
 
DNA-Extraktion:   - QIAamp DNA Blood Midi Kit, Fa.    
      Qiagen/Hilden/Deutschland 
    - QIAamp DNA Body Fluid Spin Mini Kit, Fa.   




- Lysis-Puffer Fa. Riedel de Haen/Seelze/Deutschland 
- TE-9-Puffer (0,5 mM Tris-Cl, pH 9; 0,1 mM EDTA) 
- SDS 10% (Natriumdodysulfut), Fa. Gibco/Glasgow/Schottland 
- Proteinkinase K (10 mg/ml), Fa. Sigma-Aldrich/Deisenhofen/Deutschland 
- Phenol, Fa. Roth/Karlsruhe/Deutschland 
- Chloroform, Fa. Riedel de Haen/Seelze/Deutschland 
- ETOH (100%), Fa. Riedel de Haen/Seelze/Deutschland 
- TE-1-Puffer (10mM Tris, pH 7,5; 1 mM EDTA) 
- SDS 2%, Fa. Gibco/Glasgow/Schottland 
- AW 1-Puffer, Fa. Qiagen/Hilden/Deutschland 
- AW 2-Puffer, Fa. Qiagen/Hilden/Deutschland 
- Ethanol (96-100%), Fa. Riedel de Haen/Seelze/Deutschland 
- Qiagen Protease, Fa. Qiagen/Hilden/Deutschland 
- AL-Puffer, Fa. Qiagen/Hilden/Deutschland 
- DNA Carrier (5,6 µl/2ml; Salmon Testes sonicated DNA, Fa. Amersham   
  Pharmacia           
  Biosciences/Freiburg/Deutschland 
- AE-Puffer, Fa. Qiagen/Hilden/Deutschland 
- Qiagen Protease Stock Lösung, Fa. Qiagen/Hilden/Deutschland 
- Protease Lösungsmittel (Nuklease freies Wasser versetzt mit 0,04% sodium acid),    
  Fa. Qiagen/Hilden/Deutschland 
- Tris-Cl, Fa. Roth/Karlsruhe/Deutschland 
- EDTA 
- Sodium Acid 
- KCl, Fa. Roth/Karlsruh/Deutschland 
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- MgCl2, Fa. Roth/Karlsruhe/Deutschland 
- Forward-Primer 
- Reverse-Primer 
- dNTPs , Fa. Amersham Pharmacia Biosciences/Freiburg/Deutschland 
- Taq DNA Polymerase, Fa. Invitrogen Corporation/Karlsruhe/Deutschland 
- Stop-Lösung (50 mM EDTA; 5 mg/ml Dextran Blau 2000 in 100% deionisiertem     
  Formamid) 
- Dextran Blau 2000 
- Formamid 100% 
- Bindeselan: plus One, Fa. Amersham  Pharmacia/Biosciences /Freiburg/   
  Deutschland 
- TBE-Puffer (5xTBE) (30,75g Tris; 128,4g Borsäure; 9,3g EDTA, pH 8,3; 27ml 25%  
  HCl) 
- Tris 





Für diese Arbeit wurden bei insgesamt 267 Patienten zwischen 2001 und 2003 in 
der Urologischen Klinik des Klinikums der Philipps-Universität Marburg im 
Rahmen der operativen Sanierung ihres Harnblasentumors prospektiv Blut, Urin 
und eine intraoperativ entnommene repräsentative Tumorprobe asserviert. Durch 
multiple Ausschlusskriterien wurden letztlich 117 Tumorproben, 112 Serumproben 
und 75 Urin-Sediment-Proben zur Auswertung eingebracht. Zu diesen 
Ausschlusskriterien gehörten zum Beispiel die Ablehnung der Patientin/des 
Patienten, das histologische Ergebnis ohne Tumornachweis oder vor allem nicht 
verwertbare Testergebnisse. So konnten Tumore von insgesamt 117 Patienten 
genetisch charakterisiert werden.  Davon waren 96 Patienten/männlich und 21 
Patientinnen/weiblich. Das Alter bei Operation lag im Median bei 69 Jahren (45 bis 
93 Jahre). Die histopathologische Einteilung erfolgte am Hauptpräparat nach der 
TNM-Klassifikation der UICC von 2002 durch das Pathologische Institut der 
Philipps-Universität Marburg (Sobin & Wittekind, 2002). 2004 wurde für die 
Beurteilung der Kerndifferenzierung eine neue Einteilung gewählt. Man 
unterscheidet nicht mehr zwischen G1-G3(4) Tumore, sondern teilt in low-grade 
und high-grade Tumore ein (Lindemann-Docter et al., 2008; Knüchel et al., 2009). 
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Da die histopathologische Auswertung der in dieser Arbeit verwendeten 
Tumorproben alle vor 2004  erfolgt sind und die G-Stadien nicht 1:1 in die neue 
Einteilung übertragen werden können, wird in dieser Arbeit weiter die alte 
Klassifikation verwendet. Die Stadieneinteilung der 117 Tumoren ist in der Tabelle 
04  und in den Abbildungen 07 und 08 (siehe unten) dargestellt. 
 
Tabelle 04: Einteilung der Harnblasenkarzinome anhand der TNM-Klassifikation 
der UICC (Sobin, Wittekind,2002) 
 
Stadium G1 G2 G3(+G4) - Gesamt 
pTa 18 22 0 0 40 
pTis 0 0 0 1 1 
pT1 3 17 8 0 28 
pT2 0 8 14 0 22 
pT3 0 2 15 0 17 
pT4 1 1 6 0 8 
Adenokarzinom 0 0 0 1 1 
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 Abbildung  08: Graphische Darstellung der Verteilung der Kerndifferenzierung 
 
 




    
Von den Patienten wurden 10 ml EDTA-Vollblut und 10 ml Serum-Monovetten 
abgenommen und bei -80°C gelagert. Das Serum war zuvor nach Zentrifugation der 
Serum-Monovetten  bei  4000 Umdrehungen pro Minute (Upm) für 10 Minuten 
(Min) und anschließendem Abseren (2-4 ml) gewonnen worden. 
Intraoperativ wurde ein Stück Tumorgewebe nach transurethraler Resektion (TUR) 
oder Zystektomie asserviert und ebenfalls in flüssigem Stickstoff eingefroren und 
bei -80°C gelagert.  
Präoperativ wurde Spontanurin gewonnen und in gleicher Weise wie die übrigen 




3.4.1.  DNA-Isolierung 
 
3.4.1.1. DNA-Extraktion aus Blutlymphozyten mit 
Phenol/Chloroform Methode (für Mikrosatelliten) 
 
Zunächst überführt man das aufgetaute 10 ml EDTA-Blut in ein 50 ml Greiner-
Röhrchen und füllt mit 30 ml Lysis-Puffer auf. Dieses Gemisch lagert man 15 Min 
auf Eis und mischt es einige Male. Als nächstes wird für 10 Min bei 3000 Upm und 
einer Temperatur von 4°C zentrifugiert.  
Den dabei anfallenden Überstand gießt man vorsichtig in eine Abfallflasche und 
spült bei Bedarf noch einmal nach. Anschließend lässt man das Ganze auf ein 
Papierhandtuch abtropfen, bevor man das Pellet durch schlagen in die Handfläche 
lockert. 
Nun fügt man weitere 10 ml Lysis-Puffer kalt dazu und resuspendiert das Pellet 
sorgfältig. Danach lagert man das Greiner-Röhrchen weitere 10 Min auf Eis und 
zentrifugiert wieder 10 Min bei 3000 Upm und einer Temperatur von 4°C. 
Der entstandene Überstand wird wieder verworfen und das Pellet gut geschüttelt 
(in die flache Hand schlagen). Es sollte jetzt nur noch Leukozyten enthalten.  
Ist es noch blutig, muss man noch einmal in oben beschriebener Art und Weise mit 
Lysis-Puffer waschen. 
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Ab dem folgenden Schritt ist das Verfahren für die DNA-Isolierung aus den Tumor-
Gewebe-Stücken mit dem nun beschriebenem identisch. 
 
Zu dem Pellet mit den Leukozyten gibt man nun 5-6 ml TE9-Puffer, 0,5 ml SDS 
10% und 50 µl Proteinase K (10 mg/ml) (eingefroren 50 mg/dl) und lässt alles für 2 
Tage (d) in 55°C warmen Wasserbad inkubieren bis das Pellet sich ganz gelöst hat. 
Unter einem Abzug fügt man jetzt 5 ml Phenol hinzu und mischt 5 Min sanft. 
Anschließend wird 3 Min bei 4000 Upm zur Phasentrennung zentrifugiert. Den 
Überstand überführt man in ein kleines Greiner-Röhrchen und gibt 3 ml Phenol 
und 2 ml Chloroform hinzu. Das Ganze mischt man 5 Min sanft und zentrifugiert 
wieder 3 Minuten lang bei 4000 Upm. 
Der Überstand wird in ein frisches kleines Greiner-Röhrchen überführt und als 
nächstes werden 5 ml Chloroform hinzugefügt. Das Gemisch mischt man erneut 
sanft  und zentrifugiert nun bei 4000 Upm für 3 Min.  
Den gewonnenen Überstand überführt man diesmal in ein großes Greiner-
Röhrchen und gibt 40 ml 100% ETOH hinzu. Die ausgefällte DNA nimmt man mit 
einer Pasteurpipette auf und wäscht sie in 500 µl 70% ETOH. 
Danach zentrifugiert man 5 Min bei 13.000 Upm. Das ETOH wird anschließend 
abgegossen und das Pellet 30 Min luftgetrocknet, bevor man es in 200-300 µl TE1-
Puffer aufnimmt und bei +4°C lagert. 
 
3.4.1.2. DNA-Isolierung aus Tumor-Gewebestücken per 
Phenol/Chloroform-Methode 
 
Ein 5-10 mm Durchmesser großes Tumor-Gewebe-Stück wird in einer Petrischale 
in TE9-Puffer (0,5 mM   Tris-Cl, pH 9; 0,1 mM EDTA) aufgeweicht. Anschließend 
werden die Tumorzellen vorsichtig aus dem Stromabindegewebe herausgeschabt 
und gepresst. Das Stroma wird danach verworfen.  
Als nächstes werden die Tumorzellen in 5 ml TE9-Puffer resuspendiert und in 2% 
Natriumdodecysulfut (SDS) mit 0,5 mg/dl Proteinase-K für 3 Stunden (h) bis zu 3 d 
(je nach Gewebe-Stück-Größe) bei 56°C inkubiert. 
Die DNA wird jetzt mit der Phenol-Chloroform-Methode wie oben beschrieben 
extrahiert und bei +4°C gelagert. 
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3.4.1.3. DNA-Isolierung aus Blut-Serum mittels QIAamp DNA 




Ein Wasserbad muss auf 70°C vorgeheizt und der AL-Puffer bei 70°C gelöst 
werden, falls er ausgefallen ist. 
Für die Qiagen Protease Stock-Lösung werden 5,5 ml destilliertes Wasser in die 
Qiagen Protease Stock-Lösung gegeben. 




Die Serumprobe (2-4 ml) soll schonend auftauen. 200 µl Qiagen Protease werden 
in ein 15 ml Zentrifugenröhrchen pipettiert und anschließend fügt man die 
Serumprobe hinzu und mischt kurz. Als nächstes fügt man 2,4 ml AL-Puffer mit 
dem DNA-Carrier (5,6 µl/2 ml Serum) hinzu und mischt gründlich durch 3-maliges 
jeweils 5 Sekunden (Sek) dauerndes Vortexen. Man muss darauf achten, die Qiagen 
Protease nicht direkt zum AL-Puffer zu zugeben.  
Nun inkubiert man das Gemisch für 10 Min im 70°C warmen Wasserbad. Danach 
fügt man 2 ml Ethanol (96-100%) zur Probe dazu und mischt durch noch 
einmaliges vortexen. Die Hälfte der Lösung (3,3 ml) wird vorsichtig auf die QIAamp 
Midi Säule gegeben, die auf einem 15 ml Zentrifugenröhrchen platziert ist, ohne 
den Rand der Säule zu benetzen. Nachdem man die Kappe geschlossen hat, wird für 
3 Min bei 3000 Upm bei Raumtemperatur zentrifugiert.  
Als nächsten Schritt entfernt man das Filtrat und platziert die Midi-Säule zurück 
auf ein 15 ml Zentrifugenröhrchen. Dann wird die restliche Lösung  auf die Säule 
gegeben und erneut für 3 Min bei Raumtemperatur bei 3000 Upm zentrifugiert. 
Das Filtrat wird wiederum verworfen und die Säule zurück auf ein 15 ml 
Zentrifugenröhrchen platziert. Nachdem man 2 ml AW1-Puffer sorgfältig, ohne 
Randberührung, auf die Säule pipettiert hat, wird für 1 Min wieder bei 
Raumtemperatur bei 4000 Upm zentrifugiert. 
Anschließend pipettiert man 2 ml AW2-Puffer vorsichtig, ohne den Rand der Säule 
zu berühren, auf die Säule. Danach wird bei Raumtemperatur für 15 Min bei 4000 
Upm zentrifugiert. Um das restliche Ethanol aus der Probe zu bekommen, inkubiert 
man nun für 10 Min bei 70°C. 
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Danach wird die Säule auf ein sauberes 15 ml Zentrifugationsröhrchen gebracht 
und das Filtrat entfernt. Im folgenden Schritt gibt man 300 µl AE-Puffer direkt auf 
die Membransäule und inkubiert sie bei Raumtemperatur (15-25°C) für 5 Min und 
zentrifugiert für 5 Min bei 4000 Upm ebenfalls bei Raumtemperatur. Um die Probe 
zu konzentrieren, gibt man das Filtrat diesmal auf die Säule, inkubiert nochmals für 
5 Min und zentrifugiert weitere 5 Min bei 4000 Upm und Raumtemperatur. 
Abschließend aliquotiert man das Filtrat und lagert es bei -20°C. 
 
3.4.1.4. DNA-Extraktion aus Urin-Sediment mittels QIAamp DNA 
Mini Kit 
 
3.4.1. 4.1. Vorbereitung 
 
Der präoperativ gewonnene Spontanurin wird für 10 Min bei 3000 Upm 
zentrifugiert und 200 µl Sediment-Material zur Extraktion verwendet. Dann muss 
man ein Wasserbad auf 70°C vorheizen.  
Zur Qiagen Protease Stock Lösung (24 mg) fügt man 1,2 ml Protease Lösungsmittel 
(Nuklease freies Wasser versetzt mit 0,04% sodium acid) hinzu. Der AL-Puffer 
muss vor Gebrauch gründlich geschüttelt werden. Zu dem AW1-Puffer (19 ml) fügt 
man 25 ml Ethanol (96-100%) hinzu. 30 ml Ethanol müssen zum AW2-Puffer (13 
ml) vor Benutzung hinzu gegeben werden. 
 
3. 4.1.4.2. Ausführung 
 
Als erstes werden 20 µl Qiagen Protease Stock Lösung in ein 1,5 ml 
Mikrozentrifugenröhrchen pipettiert. Anschließend fügt man 200 µl der 
Sedimentprobe und 200 µl AL-Puffer hinzu und vortext die Probe sofort danach für 
15 Sek. Man muss darauf achten, dass man die Qiagen Protease nicht direkt mit 
dem AL-Puffer in Berührung kommt. 
Als nächstes inkubiert man die Probe für 10 Min bei 56°C, wonach man vorsichtig 
eventuelle Tropfen vom Deckel durch vorsichtiges zentrifugieren entfernt. 
Jetzt fügt man 200 µl Ethanol (96-100%) zur Probe dazu und mischt erneut durch 
15 Sek vortexen und zentrifugiert nochmals vorsichtig, um die Tropfen an der 
Innenseite des Deckels zu entfernen. 
Danach pipettiert man die Mischung vorsichtig auf die QIAamp spin Säule, die in 
einem 2 ml Collection Tube gesetzt wurde, ohne den Rand zu berühren und 
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zentrifugiert bei 8000 Upm für 1 Min bei Raumtemperatur. Nach der 
Zentrifugation setzt man die Säule in ein frisches 2 ml Collection Tube und verwirft 
das Filtrat enthaltene Tube. 
Im nächsten Schritt fügt man 500 µl AW1-Puffer hinzu, ohne den Rand zu 
berühren, schließt den Deckel und zentrifugiert für 1 Min bei 8000 Upm bei 
Raumtemperatur. Wiederum wird die Säule in ein neues 2 ml Collection Tube 
gesetzt und man verwirft den gebrauchten Tube mit dem Filtrat. 
Im Folgenden gibt man jetzt 500 µl AW2-Puffer hinzu, wieder ohne den Rand zu 
berühren. Anschließend zentrifugiert man bei Raumtemperatur für 3 Min bei 
vollem Speed (14.000 Upm). 
Um die DNA-Konzentration zu erhöhen, gibt man die Probe nochmals auf die Säule 
und zentrifugiert bei maximaler Umdrehung für 1 Minute.  
Jetzt wird die Säule in ein 1,5 ml Mikrozentrifugenröhrchen gegeben und 200 µl 
AE-Puffer werden hinzugefügt und 1 Min bei Raumtemperatur inkubiert, bevor 
man noch einmal bei Raumtemperatur für 1 Min bei 8000 Upm zentrifugiert. 
 
3.4.2. DNA-Messung per Photometer  
 
Zur Messung muss die Probe mit Aqua dest. verdünnt werden: bei den Serum-
Proben im Verhältnis 1:5 bis 1:10 und bei Lymphozyten- bzw. Tumor-Proben im 
Verhältnis 1:100.  Nachdem man den Nullwert bestimmt hat, setzt man die Küvette 
mit der Probe in das Gerät und misst die Ratio der DNA, welche den Reinheitsgrad 




50-100 ng DNA (5 µl), welche in den obigen Arbeitsschritten gewonnen wurde, 
werden in 10 µl PCR-Reaktion in Mikrotiter-PCR-Platten gegeben. Jetzt werden 
nacheinander 50 mM KCl; 10 mM Tris-Cl, pH 8,3; 2,0 mM MgCl2; 10 pMol 
„Forward-Primer“ (Cy-5-fluoreszenzmarkiert); 10 pMol „Reverse-Primer“; 200 
µMol dNTPs each und als letztes 0,5 U Taq-DNA-Polymerase zusammen pipettiert 
und 5 µl von diesem Mix auf die Mikrotiter-PCR-Platten zur DNA hinzu gegeben. 
Zum Schutz vor Austrocknung gibt man noch einen Tropfen Öl vorsichtig auf die 
Platte. Jetzt wird im PTC 100 Thermocycler die PCR über mehrere Schritte 
ablaufen (Tab. 5). 
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Tabelle 05: Ablauf der PCR via PTC 100 Thermocycler 
   
  Temperatur Dauer 
Denaturierung: 94°C 2 Min 
28 Zyklen je 95°C 40 Sek 
  55°C 30 Sek 
  72°C 40 Sek 
Abschluß 72°C 10 Min 
                        
                                           
Als nächstes gibt man 30 µl Stop-Lösung  (50 mM EDTA; 5 mg/ml DextranBlau 




Zur Identifikation der Tumor-, Serum- und Urinsediment-DNA-Alterationen 
wurden bei 117 Harnblasenkarzinomen insgesamt 10 hochpolymorphe Marker der 
chromosomalen Regionen 5q, 8p, 9p, 9q, 13q, 14q, 17q und 20q (D5S1720, D8S261, 
D8S560, D9S171, D9S925, D9S15, D13S153, D14S750, D17S1306 und D20S486) 
verwendet. Die Primer-Sequenzen der Mikrosatellitenmarker wurden aus der 
Genom-Datenbank  unter http://lpg.nci.nih.gov/html-chlc/ChlcMarkers.html  oder 
http://carbon.wi.mit.edu:8000/cgi-bin/contig/sts_info? übernommen. Die Se-
quenzen dieser Mikrosatellitenmarker sind mit anderen Charakteristika in Tabelle 
06 dargestellt. Bei der Primer-Wahl wurde auf einen möglichst hohen Anteil an Tri- 
und Tetranukleotid-Repeats geachtet, weil in der Analyse durch den größeren 
Abstand beider Allele erfahrungsgemäß die saubersten Ergebnisse resultieren.  Bei 
den Vorarbeiten zu dieser Promotionsarbeit von den Arbeitsgruppen um von 
Knobloch aus den Jahren 2001, 2002 und 2004 wurde jeweils die Anzahl der 
Marker mit dem Ziel reduziert, diejenigen Marker mit den besten Sensitivitäten bei 
hoher Spezifität zu identifizieren. Von initial 54 Markern wurde auf 17 Marker 
reduziert. Gleichzeitig erhöhte sich jeweils die Anzahl der untersuchten Patienten. 
Die Marker mit der höchsten Sensitivität der chromosomalen Regionen wurden 
auch von anderen Arbeitsgruppen bestätigt. So zeigten die Regionen 8p, 9p und 9q 
bei Chan und seiner Arbeitsgruppe 2009 Sensitivitäten dieser Regionen zwischen 
46-67%. Die in dieser Arbeit eingesetzten Marker zeigten sich in diesen Arbeiten als 
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am besten geeignet, so dass zur Reduktion des Umfangs der Untersuchungen und 
auch zur Drosselung der Kosten mit o.g. 10 Markern gearbeitet wurde (von 









Repeat¹ Produktgröße² Sequenzen³ (5´ - 3´) 
5q D5S1720 GATA 220 
F: CCTCCTGACAGCAGATATGA 
R: CTGAGGTCTCTCCTGGGTGT 
8p D8S261 CA 143 
F: TGCCACTGTCTTGAAAATCC  
R: TATGGCCCAGCAATGTGTAT 
  D8S560 CA 143 
F: GGCATTTCAGAGGACC, 
R: TGCAAAGATGGGCTCAG 
9p D9S171 CA 158 
F: AGCTAAGTGAACCTCATCTCTGTCT 
R: ACCCTAGCACTGATGGTATAGTCT 
  D9S925 GATA 167 
F: TGTGAGCCAAGGCCTTATAG                                            
R: GTCTGGGTTCTCCAAAGAAA 
9q D9S15 CA 197 
F: TAAAGATTGGGAGTCAAGTA  
R: TTCACTTGATGGTGGTAATC 
13q D13S153 CA 221 
F: AGCATTGTTTCATGTTGGTG  
R: CAGCAGTGAAGGTCTAAGCC 
14q D14S750 GGAA 164 
F: ATTCTTCTCCCAAGAATGCC  
R: CAAGTCTCAAGAGGTAGAAGTGC 
17q D17S1306 GGAA 179 
F: TTATGCACAAAGGAGTTGCA  
R: ATGGTTGTATTCTTACTCCTCTCC 
20q D20S486 GGAA 243 
F: GAAGGGCTTTAATGTTCAGTG 
R: AGAAGCCTTGGAGAACGATT 
¹: F = Forward primer-, R = Reverse primer-Sequenz  
 ²: Produktgröße in Basenpaaren (bp)   
 ³: A = Adenosin, C = Cytidin, G = Guanosin, T = Thymidin  
 
 





Das Polyacrylamid-Gel wird unmittelbar vor Gebrauch endgefertigt. Dazu mischt 
man die beiden Flaschen (Repro Gel „Long Read-Gel“ oder Repro-Gel „High 
Resolution-Gel“). Eine Luftblasenbildung ist dringend zu vermeiden. Es ist 
unbedingt darauf zu achten, Handschuhe und eine Schutzbrille zu tragen. Jeglicher 
Hautkontakt mit der Lösung ist dringend zu vermeiden.  
Das Gel wird langsam und gleichmäßig zwischen den beiden Platten verteilt.  
Um das Gel zu polymerisieren, lässt man es 10 Min unter UV-Licht bei 
Raumtemperatur stehen. Als nächstes füllt man die obere und untere Kammer mit 
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5x TBE-Puffer und befüllt die Kammern mit dem vorgeheizten Probenmaterial und 
kontrolliert die Rahmenparameter: 1500 V; 60 mA, 30 W (bei High-Resolution-
Gel) bzw. 25 W (bei Long-Read-Gel). Die Laufzeit beträgt für das High-Resolution-
Gel 450 Min und für das Long-Read-Gel 700 Min. Die Fragmentanalyse erfolgt in 
einem automatischen Laser-Sequenzierungsgerät (ALFexpressII®, Amersham 
Pharmacia Biotech, Freiburg, Abb. 09). Die erhaltenen Rohdaten wurden unter zu 
Hilfenahme der Software „Fragment Manager“ (FM 1.2, Pharmacia Biotech) 
ausgewertet.  
Die Prinzipien der Laserdetektion von fluoreszenzmarkierten PCR-Produkten sind 





Abbildung 09: Lasersequenzierer ALFexpressII® (Amersham-Phamarcia-
Biotech, Freiburg) für die Fluoreszenz-Mikrosatellitenanalyse. 
 
3.4.5. Laserdetektion der PCR-Produkte 
 
Zur Abbildung wurde bei der Mikrosatellitenanalyse die Technik der 
Fluoreszenzmarkierung der PCR-Produkte mit dem blauen Fluoreszenzfarbstoff 
Cy5 benutzt. Bei diesem hoch sensitiven Verfahren kann man die Verwendung von 
radioaktiven Markern vermeiden. Nach elektrophoretischer Auftrennung können 
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die Produkte durch die Laserdetektion nicht nur autoradiographisch auf Filmen 
wiedergegeben, sondern auch quantitativ gemessen werden und somit ist diese 
Methode der radioaktiven Technik besonders im Bereich der Sensitivität überlegen. 
Die Gruppe aus Heidelberg um Prof. G. Kovacs hat die Eignung des Verfahrens für 
die Mikrosatellitenanalyse in mehreren Publikationen belegt (Chudek et al., 1997; 




Um Assoziationen genetischer Alterationen mit klinisch-pathologischen 
Prognoseparametern zu identifizieren und Assoziationen zwischen Serum- und 
Urin-DNA-Alterationen mit klinisch-pathologischen Prognoseparametern nach-
zuweisen, wurden der t-Test und der nicht parametrische Mann-Whitney-Test 
verwendet. Ein p-Wert von ≤ 0,05 wurde als signifikant gewertet. Für die 
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Normal-DNA Serum-DNA Urin-DNA Tumor-DNA
Deletion Deletion Deletion
100 % Normal-DNA Verhältnis
T : N = ca. 1 : 1
Verhältnis







Abbildung 10 Mikrosatellitenanalyse mit Laserdetektion fluoreszierender PCR-
Produkte 
Die Normal-, Serum-, Urin- und Tumor-DNA wird mit einem 
Mikrosatellitenmarker des kurzen Chromosomenarmes untersucht. Anschließend 
werden die PCR-Produkte mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. In der Normal-
DNA zeigen sich beim heterozygoten Fall zwei gleich starke Allel-Peaks. Durch 
Deletion fehlt das eine Allel des untersuchten Chromosoms in der Tumor-DNA 
(LOH). In Serum- und Urin-DNA liegt die Tumor-DNA nicht in der reinen Form 
vor, sondern vermischt sich mit der Normal-DNA. Dies ist an der Abschwächung 
des Allelverlustes im Vergleich zur Tumor-DNA  zu erkennen, bei der Serum-DNA  








Im Rahmen dieser Arbeit wurden von 117 Patienten jeweils repräsentative 
Tumorproben, 112 Serumproben und 75 Urin-Sediment-Proben zur Analyse 
verwendet. Die Untersuchungsgruppe bestand zu 82% aus männlichen und zu 18% 
aus weiblichen Patienten im Alter zwischen 45 und 93 Jahren. Der Altersmedian 
betrug 69 Jahre (Mittelwert 69,8 Jahre).  
 
4.1. Inzidenz genetischer Alterationen  
 
Analysiert wurde die Inzidenz von Alterationen mit 10 Mikrosatellitenmarkern der 
chromosomalen Regionen 5q, 8p, 9p, 9q, 13q, 14q 17q und 20q (n = 117). 
 
Es wurde für die 8 chromosomalen Regionen in 30,9% bis 51,5% bei 
oberflächlichen sowie nicht muskelinvasiven Tumoren (pTa/pT1) und in 42,6 bis 
63,8% bei muskelinvasiven Tumoren (pT2-pT4) Alterationen identifiziert. Die drei 
Regionen mit den häufigsten Alterationen waren bei pTa/pT1 Tumoren die 
Regionen 9p und 9q mit 45,6 bis 51,5% (9p mit zwei verschiedenen Markern 
vertreten) und bei den muskelinvasiven Tumoren die Regionen 9p und 14q (59,6 
bis 63,8 %). Die höchste Inzidenz von LOH („loss  of heterozygosity“) wurde für die 
Regionen 9q und 9p mit den beiden Markern D9S15 und D9S925 in 26,5% 
gemessen. 9p (D9S171) LOH kam in 24,8% der Fälle vor. Ein Tumor zeigte das 
histopathologische Bild eines Carcinomas in situ. 5 der 10 Marker identifizierten 
Alterationen (8p (zwei Marker), 13q, 14q und 20q) bei dieser Tumorentität. Des 
Weiteren waren im Kollektiv ein Adenokarzinom (identifizierte Alterationen bei 
den Regionen 8p, 14q und 20q) und ein neuroendokriner Tumor der Blase 
(identifizierte Alterationen der Regionen 5q, 9p, 9q und 13q) vertreten. LOH um 
den Genlocus von p53 (auf 17q) zeigte sich in lediglich 4,3 %, eine Allelic Imbalance 
jedoch in 29,9%. Bei den muskelinvasiven Tumoren (pT2 – pT4) zeigten sich bei 
42,6% ein 17q-Verlust, bei den pTa/pT1-Tumoren bei 21 von 68 Tumoren (30,9%). 














Probe pT pN M G 5q 8p/1 8p/2 9p/1 9p/2 9q 13q 14q 17q 20q 
7 A 0 0 1 R R R A R R R L R  X 
8 A 0 0 1 R R R R  X  R A R X A 
41 A 0 0 1 X X R  R L X R R  X R 
48 A 0 0 1 X R R  R  X X X R  X R 
64 A 0 0 1 R R A A X A R X A R 
69 A 0 0 1 X R  R  L L X X A X R 
77 A 0 0 1 A R X R R X R R X X 
87 A 0 0 1 X X R L R X X R X X 
88 A 0 0 1 L A R L L L A R A R  
108 A 0 0 1 R A X X R X X R X R 
169 A 0 0 1 X A R R X L R  R  X X 
185 A 0 0 1 X X R A A L R X A X 
191 A 0 0 1 R X R L L L X R X X 
192 A 0 0 1 R R R X X X X R R R 
211 A 0 0 1 R X A R X A R X X X 
219 A 0 0 1 R  R R X R R R R R R  
230 A 0 0 1 X R R L X X L A A X 
249 A 0 0 1 A R R X A X A A R A 
1 A 0 0 2 R X L A A A L R A X 
6 A 0 0 2 X R R R R X R L R X 
13 A 0 0 2 X A R  R  R  X R R R A 
20 A 0 0 2 X X X L L X R R  R R  
21 A 0 0 2 A A R  R R  X A A A A 
43 A 0 0 2 R X X L X L R X A X 
61 A 0 0 2 A L L L L X R L X R  
79 A 0 0 2 R R R  R R X X R  X R 
85 A 0 0 2 R X R R R R X R X R 
94 A 0 0 2 L R A L X L R A R A 
101 A 0 0 2 R  A R L X L L X A A 
107 A 0 0 2 R X A A A L R L X A 
111 A 0 0 2 A L L L L L A L X R 
155 A 0 0 2 R X R R X A X R R R 
160 A 0 0 2 A L L L X L A R X R  
176 A 0 0 2 X R R  R  A X R  A X X 
205 A 0 0 2 R L X X R X X X X X 
206 A 0 0 2 L A A R L X X A  L A 
233 A 0 0 2 R A A L L L R X R X 
238 A 0 0 2 X A L X X A L  A X A 
258 A 0 0 2  L X A L  L  A A L A X 




110 tis 0 0   X A A X X X A A   
81 1 0 0 1 R R  R  A A A R R  X X 
213 1 0 0 1 X R X A L A R X R R  
254 1 0 0 1 A X R R  X  R  X A X A 
4 1 0 0 2 R R  R L A L A R R R  
5 X A 0 2 L L A R  R R  L X A A 
17 1 0 0 2 R A R R A X R X R X 
34 1 0 0 2 X L R A L X A R  L X 
45 1 0 0 2 X R R  L X L R X R  R 
68 1 0 0 2 A X L R A X R L X X 
102 1 0 0 2 X X L X A L R R X R  
112 1 0 0 2 R R L X A A A X X R 
128 1 0 0 2 A R A A X A R R A R 
129 1 0 0 2 A X X A L X A X L  A 
152 1 0 0 2 R X X R R  X A R X R 
170 1 0 0 2 A L L X X A A X A A 
183 1 0 0 2 A A A A X L R A X A 
215 1 0 0 2 A X X L L L R R X A 
224 1 0 0 2 X L A A X A A L R A 
262 1 0 0 2 X R X X X X R R A X 
131 1 0 1 2 L A R A L L A A  L X 
37 1 0 0 3 R A A L L L R A X A 
55 1 0 0 3 A X A X X X A X X A 
80 1 0 0 3 R A L A L X A A X A 
114 1 0 0 3 L A R R R X A X R R 
154 1 0 0 3 A A L A X A L L X A 
196 1 0 0 3 A A R X A A R A A L 
207 1 0 0 3 L  A L L L X A A A A 
239 1 0 0 3 X X L L L L A A A L  
19 2 0 0 2 A A A R L X X L R A 
47 2 0 0 2 A R X R A X R A A A 
130 2 0 0 2 R X R R R X R X X X 
151 2 0 0 2 R R R L L L R A A R 
186 2 0 0 2 A A X L A X A X A A 
198 2 *  2 A R  X A A X L R  A R 
127 2 1 0 2 X X X R R X R X R R 
175 2 1 0 2 X X A R X R X A X A 
31 2 0 0 3 X A R A L L R A R A 
39 2 0 0 3 A X R A A A R A A A 
54 2 0 0 3 X A A A X R  A A A R 
56 2 0 0 3 A X A X A L A A X A 
60 2 0 0 3 A R A R R  R R X X R 
78 2 0 0 3 A A L A X R X  R  X X 
97 2 0 0 3 X R  X L L L R R  R  R  




156 2 0 0 3 X L L L X L X L R A 
163 2 0 0 3 X A A A X X X A X A 
182 2 0 0 3 A R R R R X R L A X 
237 2 0 0 3 X L L L L L A A X  X 
138 2 1 0 3 X R A X R X A R X X 
218 2 0 0 4 R R X R R R A X R X 
162 3 0 0 2 A A X A L X A A X X 
235 3 0 0 2 A A R R A X A A A A 
3 3 0 0 3 X R R A A L A R X A 
30 3 0 0 3 X A A R L X A X A R 
38 3 0 0 3 L R R A L R  A R  R X 
70 3 0 0 3 L L R R A A L L L A 
76 3 0 0 3 X X R A X A R A A X 
89 3 0 0 3 R X X X R X X X A X 
202 3 0 X 3 X X X A A A A X R R 
44 3 1 0 3 X X A R A X R A R R 
104 3 1 0 3 X A A L X L R R A L 
164 3 1 0 3 X X A A A X A R X X 
11 3 2 0 3 X R X A A X A A R A 
62 3 2 0 3 L X L R X R L A A A 
147 3 2 0 3 X A A X A A R X A R 
263 3 2 X 3 R A A A X R R A X X 
40 3 2 1 3 A X L A A L L L X X 
159 4 1 1 1 X L X A L L R A A R 
267 4 2 X 2 A R R X A A R A X A 
2 4 0 0 3 L X L R X X L R A X 
18 4 1 0 3 A X R A A A X A A X 
125 4 1 0 3 A L R A A A X A A A 
95 4 0 1 3 L L L L L L R A X A 
228 4 2 X 3 X L R A A A A A A X 
252 4 X 1 4 A L L L L A A X R A 
53 ** X L A R R X R A R A 
 
 
„L“ = LOH; „A“ = allelische Imbalanz; „X“ = homozygot (nicht informativ);           
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Abbildung 11: Inzidenz der Alterationen bei n = 117 Harnblasenkarzinomen. Die 
Abbildung fasst die in obiger Tabelle 07 aufgeführten Daten zusammen. 
 
 
Keine Alteration war signifikant (p < 0,05) mit muskelinvasivem Tumorstadium 
oder schlechter Kerndifferenzierung assoziiert. Eine Alteration im Bereich 9p war 





















Tabelle 08: Assoziation eines Allelverlustes (LOH) verschiedener chromosomaler 
Regionen mit Differenzierungsgrad, lokalem Tumorstadium und Lymphknoten-
metastasierung (t-Test, Mann-Whitney-Test) 
 
Chromosomale Regionen mit Alterationen   
     
    pT2-4 (47) G2-4 (93) N+(16) 
 5q 0,500 0,411 0,346 
 8p/1 0,649 0,411 0,664 
 8p/2 0,362 0,092 0,289 
 9p/1 0,187 0,796 0,032 
 9p/2 0,599 0,850 0,032 
 9q 0,908 0,768 0,545 
 13q 0,838 0,476 0,543 
 14q 0,413 0,497 0,294 
 17q 0,355 0,259 0,614 
 20q 0,786 0,458 0,604 
                 (statistisch signifikante Werte (p<0,05) hervorgehoben) 
 
 
Wenn man die untersuchten Tumoren in die Gruppen mit besserer und 
schlechterer Prognose einteilt, ergeben sich in dieser Arbeit keine statistisch 
signifikanten Unterschiede im Alterationsmuster sowie der Alterationshäufigkeit 
zwischen pTa/pT1 Tumore und muskelinvasiven pT2-pT4 Tumoren. Eine 
Auftrennung nach Differenzierungsgraden zeigte keinen signifikanten Unterschied 
zwischen G1-Tumoren und G2-4-Tumoren. Veränderungen an 9p sind signifikant 
mit einem positiven Lymphknotenstatus verknüpft. Diese Ergebnisse sind 




















Abbildung 12: Inzidenz von genetischen Alterationen an 10 untersuchten 
Regionen gruppiert nach gut (G1), mäßig (G2) und schlecht (G3(4)) differenzierten 
Tumoren (n=117 Harnblasenkarzinome)  
X-Achse: Chromosomale Regionen mit Alterationen 
















Abbildung 13: Inzidenz von genetischen Alterationen an 10 untersuchten 
chromosomalen Regionen nach nicht muskelinvasiven (pTa+pT1) und invasiven 
(pT2-pT4) Tumoren (n = 117 Harnblasenkarzinome) 
X-Achse: Chromosomale Regionen mit Alterationen 
Y-Achse: % Tumoren mit Alterationen 








Aktuell gibt es keine serologischen Marker des Harnblasenkarzinoms mit hoher 
Sensitivität sowie Spezifität. Die Arbeitsgruppe von Chen, Stroun et al. konnte 1996 
erstmals in einer Pilotstudie die Mikrosatellitenanalyse zur Identifikation von 
Tumor-DNA-Alterationen im Serum anwenden (Chen et al., 1996: Nawroz et al., 
1996). Frei zirkulierende Tumor-DNA konnte beim Nierenzellkarzinom als ersten 
urologischen Tumor nachgewiesen werden (Goessl et al., 1998). Von Knobloch et 
al. konnten 2001 zum ersten Mal auch beim Harnblasenkarzinom durch die 
Mikrosatellitenanalyse tumorspezifische Serum-DNA-Alterationen bei an diesem 
Tumor erkrankten Patienten identifizieren (von Knobloch et al., 2001).  Bei 
weiterhin hoher Sensitivität konnte in den Vorarbeiten von von Knobloch die 
Markerzahl jeweils reduziert werden (von Knobloch et al., 2001; von Knobloch 
2002; von Knobloch et al., 2004).  In der vorliegenden Arbeit wurde die 




Bei insgesamt 10 eingesetzten polymorphen Mikrosatellitenmarkern der 
chromosomalen Regionen 5q, 8p, 9p, 9q, 13q, 14q 17q und 20q wurden in 77,7% 
(87/112) Alterationen der Serum-DNA detektiert. In der Vorarbeit von von 
Knobloch aus dem Jahr 2002 konnte eine Sensitivität von 79,3% bei 17 eingesetzten 
Markern erreicht werden. Trotz der geringeren Markerzahl zeigt sich in der 
vorliegenden Arbeit also eine fast identische Sensitivität (von Knobloch, 2002). Bei 
insgesamt 117 in die Arbeit eingeschlossenen Patienten konnten bei den 
Serumproben aufgrund von fehlenden bzw. nicht verwertbaren Proben nur 112 
eingebracht werden. Die häufigsten Alterationen der Serumproben wurden in der 
chromosomalen Region 9p (D9S925) mit 33,0% gefunden. Die übrigen 
untersuchten Regionen zeigten Alterationen von 16,1 bis 25,0%. 
pTa/pT1-Tumore wiesen zwischen 15,3 bis 33,0% und muskelinvasive Tumore  
(pT2-pT4) zwischen 13,3 bis 33,3% Alterationen auf. Die höchsten Detektionsraten 
zeigten 5q, 9p, 9q und 14q bei pT2-pT4 und 8p, 9p und 20q für pTa und pT1. Das 
Cis sowie das Adenokarzinom wurden im Serum durch keinen Marker entdeckt. 




Proben zeigten sich Alterationen im Serum, bei welchen die Alterationen im Tumor 
nicht erkannt wurden. 
 
Mit den 5 sensitivsten Markern der Arbeit (D5S1720, D8S560, D9S925, D9S15 und 
D14S750) konnte eine Gesamtsensitivität von 69,6% (78/112) für die serologische 
Tumordiagnose erzielt werden. In der Vorarbeit wurde diese mit 59% angegeben 
(von Knobloch, 2002).  
 
4.2.2. Assoziation mit klinisch-pathologischen 
Prognoseparametern 
 
Der Nachweis einer Serum-DNA-Alteration war bei muskelinvasiven Tumorstadien 
(pT2 –pT4) zu 86,7% möglich. Dabei konnte unter Einbringung aller 10 Marker 
keine signifikante Assoziation herausgearbeitet werden (p = 0,062; Mann-Whitney-
Test). Eine mässige - schlechte Differenzierung des Kerns (G2 + G3) beim 
Primärtumor konnte bei 76 von 91 Tumoren (83,5%) durch Serum-DNA-
Alterationen mit einer signifikanten Assoziation nachgewiesen werden (p = 0,005; 
Mann-Whitney-Test).  G1 Tumore wurden mit 55% (11/20), G2 Tumore mit 79,6% 
(39/49) und G3(4) Tumore mit 88,1% (37/42) identifiziert. Mit den 5 häufigsten 
Markern erreicht man eine Detektion bei muskelinvasivem Tumorstadium von 
noch 77,8% (p = 0,479; Mann-Whitney-Test), bei mäßiger Kerndifferenzierung 
(G2) von 87,8% (p = 0,977; Mann-Whitney-Test) und schlechter 
Kerndifferenzierung von 81% (p = 0,145; Mann-Whitney-Test). Die 
unterschiedlichen Inzidenzen einer Serum-DNA-Alteration in Abhängigkeit der 
Differenzierungsgrade wie auch zwischen pTa/pT1 und muskelinvasiven (pT2-pT4) 




Eine Serum-DNA-Alteration wurde in dieser Arbeit nur als solche gewertet, sofern 
gleichzeitig eine Alteration in der Tumor-DNA vorlag (Abb. 17; 18 und 19). Eine 
diskordante allelische Imbalanz zeigte sich bei 7 der 10 verwendeten Markern bei 
maximal 4% der Proben. Als Kontrolle wurden in der Arbeit von von Knobloch 20 
Proben von tumorgesunden Probanden verwendet, bei denen mit 17 Markern 
gearbeitet wurde. Es zeigten sich bei 4 der anamnestisch gesunden Probanden 




lediglich 2 Proben in diesem Zusammenhang zum Vergleich herangezogen werden, 
bei denen im histopathologischem Ergebnis kein Tumornachweis geführt werden 
konnte (Probennummer 9 und 15).  Es ließ sich eine Spezifität von 80% in 
Übereinstimmung mit der Beobachtung von bis maximal 10% unspezifischen 
Alterationen (bei von Knobloch) bzw. 1% in der vorliegenden Arbeit beim 
untersuchten Tumorkollektiv errechnen (siehe Tab.11). Diese unspezifischen 

















Abbildung 14: Inzidenz von DNA-Alterationen in Tumor (n=117), Serum (n=112) 
und Urin (n=75), untersucht an 8 verschiedenen chromosomalen Regionen mit 
insgesamt 10 Mikrosatellitenmarkern.          
X-Achse: Chromosomale Regionen mit Alterationen 
Y-Achse: % Tumoren mit Alterationen 
  
 
































Abbildung 15: Unterschiedliche Inzidenzen von Serum- und Sediment-DNA-
Alterationen in Abhängigkeit von nicht muskelinvasivem (pTa + pT1) und 



























Abbildung 16: Abhängigkeit von Serum- und Sediment-DNA-Alterationen vom 










Tabelle 09: Inzidenz von DNA-Alterationen in Tumor, Serum und Sediment 




in:  Tumor¹ Serum² Sediment³ 
      (%) (%) (%) 
5q D5S1720   40 23 (0) 32 (4) 
8p D8S261   42 19 (0) 26 (3) 
  D8S560   42 23 (0) 27 (1) 
9p D9S171   55 1 (0) 31 (0) 
  D9S925   53 17 (0) 32 (0) 
9q D9S15   48 21 (0) 39 (1) 
13q D13S153   41 16 (1) 30 (3) 
14q D14S750   46 25 (0) 30 (1) 
17q D17S1306   36 19 (1) 24 (0) 
20q D20S486   37 20 (0) 22 (1) 
¹ 100 % = n = 117 Tumoren; ² 100 % = n = 112 Serumproben; ³ 100 % = n = 75 Urin-Sedimentproben 
Werte gerundet, Werte in Klammern = zusätzlich identifizierte unspezifische allelische Imbalanz (AI) 






Bereits in mehreren Arbeiten wurde die MSA zur urinbasierten Diagnostik des 
Harnblasenkarzinoms angewendet (Mao et al., 1996; Steiner et al., 1997; Mouraht 
al., 1998; von Knobloch et al., 2001; von Knobloch 2002). In dieser Arbeit wurde 
die MSA mit 10 polymorphen Markern der chromosomalen Regionen 5q, 8p, 9p, 
9q, 13q, 14q, 17q und 20q zur Urindiagnostik bei 75 Patienten, die an einem 
Urothelkarzinom der Harnblase erkrankten, angewendet.  
In den Sedimentproben konnten bei pTa und pT1 Tumoren in 85,5% und bei pT2-
pT4 Tumoren in 94,7% Alterationen nachgewiesen werden. Die häufigsten 
Alterationen fanden sich bei den Regionen 5q, 9p und 9q für pTa/pT1 sowie 8p, 9p 
und 14q für pT2-pT4. Bei dem CIS konnte in 40% (4 von 10 Markern) eine 
Alteration entdeckt werden. Bei der Probe mit dem Adenokarzinom fehlte die 
Sedimentprobe, so dass hier keinerlei Aussage getroffen werden konnte. Der 
neuroendokrine Tumor konnte über die Sediment-Probe bei 2 von 10 Markern 
identifiziert werden. Bei maximal 4% der Proben zeigten sich unspezifische 
allelische Imbalanzen, d.h. Marker, bei denen die Alterationen im Tumor nicht 








In 86,7% der untersuchten Proben (65 von 75) konnten tumorspezifische Urin-
DNA-Alterationen gefunden werden. In den chromosomalen Regionen 5q, 9p und 
9q zeigten sich solche Alterationen am häufigsten (31,1 – 39,2%)  (Abb.14). 
Ebenfalls in Abbildung 14 sind die Häufigkeiten von Alterationen der übrigen 
chromosomalen Regionen dargestellt. Die Spezifität dieser Methode weist einen 
Wert von über 90% auf, weil in nicht mehr als 4% Urin-DNA-Alterationen ohne 
Korrelat der entsprechenden Tumor-DNA entdeckt wurde (Tab. 09; Abb. 17, 18 und 
19). Mit den 6 sensitivsten Markern der vorliegenden Serie (D5S170, D9S171, 
D9S925, D9S15, D13S153 und D14S750) konnte eine Gesamtsensitivität von 78,7% 
für den urinbasierten  Tumornachweis erzielt werden. 
 
4.3.2. Assoziation mit klinisch-pathologischen 
Prognoseparametern 
 
Bei pTa/pT1 Tumoren konnten 47 von 55 Tumoren identifiziert werden (85,5%), 
muskelinvasive Tumore sogar in 18 von 19 Fällen (94,7%). Eine signifikante 
Assoziation ergab sich bei einem p-Wert von 0,234 nicht. Bei mässig-schlechter 
Kerndifferenzierung der Tumoren  wurden 60 von 67 Proben identifiziert bei einem 
Signifikanz-Wert von p = 0,217 (Mann-Whitney-Test). Gut differenzierte Tumore 
wurden noch in 77,8% (14 von 18) (siehe Abb. 16) identifiziert. Insgesamt konnten 























(Probe 239) (pT1G3). Es 
zeigen sich deutliche 
Allelverluste. Durch die 
tumorspezifischen 
Allelveränderungen war 
















und Tumor-DNA beim 
Harnblasenkarzinom 
(Probe 205) (pTa G2). Es 
zeigen sich keinerlei 
Veränderung i.S. einer 
Alteration, so dass dies 









Tumor-DNA: X X = homozygot (nicht informativ)
Abbildung 19:
Exemplarisches Ergebnis der 
Fluoreszenzmikrosatelliten-
analyse für Normal-, Serum-, 
Urin- und Tumor-DNA beim 
Harnblasenkarzinom (Probe 
72) (urotheliale Dysplasie). 
Es zeigen sich keine 
heterozygoten zwei Allele, 
sondern ein homozygotes 
Ergebnis, somit als „X“ 







Das Urothelkarzinom der Harnblase ist der 4. häufigste Tumor des Mannes  (4,6%) 
und 12. häufigste Tumor bei Frauen (2%).  Es ist die Tumorentität mit der höchsten 
Rezidivneigung (60-70%) aller soliden Tumore. 11% dieser Karzinome führen 
innerhalb von 5 Jahren zum Progress im Sinne eines muskelinvasiven Wachstums 
(Kiemeney et al., 1993; Sylvester at al., 2006). Bei Erstdiagnose haben etwa 30% 
bereits ein muskelinvasives Tumorstadium. Von diesen entwickelt die Hälfte 
innerhalb von 2 Jahren Metastasen und 60% versterben innerhalb von 5 Jahren, 
unabhängig davon, welche Therapie gewählt wird (Herman et al., 2008). Das 
Lebenszeitrisiko an einem Urothelkarzinom der Blase zu erkranken, liegt bei 
Männern bei 2,8% und bei Frauen bei 0,9%. Bei rechtzeitiger Früherkennung liegt 
die 5-Jahres-Überlebensrate bei über 70%. Das Urothelkarzinom der Blase 
produziert durch den hohen Aufwand regelmäßiger Nachsorgen sehr hohe Kosten 
pro Patient. In den USA belaufen sich die Kosten auf 96.000 bis 187.000 $ pro 
Patient.  (Botteman et al., 2003; Scelo et al., 2007; Cooksley  et al., 2008; 
Jungmann et al., 2009).  
Der maligne Tumor stellt eine genetische Erkrankung dar. So konnten 
tumorspezifische Alterationen bzw. sogar einzelne Tumorgene mittels 
molekulargenetischer Analysen nachgewiesen werden. Das Zusammentreffen 
mehrerer genetischer Einzelereignisse hat zu einem besseren Verstehen der 
Kanzerogenese geführt und somit eine Charakterisierung der Tumoren ermöglicht.  
Einige molekulargenetische Klassifikationen konnten bereits durch konstante 
Alterationsmuster etabliert werden. Dies hat den Vorteil, unabhängig vom 
Untersucher und von morphologischer Variabilität und somit reproduzierbar zu 
sein (Kovacs et al., 1997; Störkel et al., 1997; Kovacs, 1999). Die prognostische 
Bedeutung eines molekularen Tumorprofils im Hinblick auf das heterogene 
biologische Verhalten vieler Tumore liegt somit parallel zur konventionellen 
Histopathologie vor und kann so auch einen entscheidenden Einfluss auf die zu 
wählende Therapie haben (Willman, 1999; Bartelink et al., 1999; Martin et al., 
2000). Der pT1 G3 Tumor der Harnblase dient dabei als repräsentatives Beispiel, 
da die Therapieoptionen durchaus kontrovers diskutiert werden. Es ist die für den 
Patienten entscheidende Frage zu klären, ob eine blasenerhaltende Instillations-
therapie oder eine Zystektomie mit der Notwendigkeit einer Harnableitung 
angestrebt wird. Bei der weniger invasiven Option der blasenerhaltenden Therapie 




somit der tumorbedingten Mortalität gerechnet werden. Bei der primären 
Radikaloperation werden allerdings 70 – 90% einer Übertherapie zugeführt 
(Holmäng et al., 1995; Herr, 1997; Sauter & Mihatsch, 1998; Herr & Reuter, 1999; 
Brake et al., 2000; von Knobloch et al., 2000). Obwohl bereits viele 
molekulargenetische Charakteristika des Harnblasenkarzinoms identifiziert 
worden sind, haben molekulare Marker zur Beurteilung der Prognose von 
oberflächlichen Blasenkarzinomen noch keine entscheidende Rolle eingenommen 
und somit bisher keinen regelhaften Einsatz in der Klinik erreicht. Zusätzlich ist die 
deutlich erhöhte Rezidivneigung oberflächlicher Blasenkarzinome nach trans-
urethraler Resektion (TUR) ein Problem, da so ein aufwendiges Nachsorgeprotokoll 
für den Patienten notwendig wird (Holmäng et al., 1995). Dieses Rezidivpotential 
kann bislang durch genetische Daten nicht dargestellt werden. So genannte 
„Felddefekte“, also Instabilitäten des gesunden Übergangsepithels, könnten die 
Ursache für diese Rezidivneigung der oberflächlichen Blasenkarzinome sein 
(Habuchi et al., 1993a; Takahashi et al., 1998; Simon et al., 2001).  
Der Goldstandard der Nachsorge bei Patienten, die an einem oberflächlichen 
Blasenkarzinom erkrankten, ist nach wie vor die Zystoskopie und Spülzytologie 
(Jacobs et al., 2010). Bei der Zytologie werden abgeschilferte Urothelzellen nach 
Papanicolaou gefärbt und vom Pathologen beurteilt (Papanicolaou et al., 1945; 
Sullivan et al., 2010). Bei der Zystoskopie können jedoch flache Läsionen 
übersehen werden. Die Verwendung der fluoreszenzgesteuerten Zystoskopie (PDD 
= Photodynamische Diagnostik) hat die Identifikation solcher Läsionen einen 
Schritt weitergebracht, ist allerdings in Spezifität und Sensitivität nicht 
befriedigend. Eine Aussage über die Wachstumstiefe des Tumors kann nicht 
getroffen werden. Jedoch ist eine genauere Bestimmung der Ausdehnung und 
Anzahl multilokulärer Tumore möglich. Bei der PDD werden photoaktive 
Substanzen (das in Europa seit 2007 zugelassene Hexyl-ALA-Ester) intravesical 1-2 
Stunden vor der Zystoskopie appliziert. Eine höhere Detektionsrate an high-grade 
Tumoren sowie eine Reduktion von Residualtumoren bei einer TUR-B konnte 
damit erreicht werden. Eine Senkung der Rezidivrate ergab sich jedoch nicht (Zaak 
et al., 2007).  Durch die notwendigen regelmäßigen Kontrollzystoskopien kommt es 
zur Einschränkung der Lebensqualität der betroffenen Patienten. Zusätzlich 
besteht die Gefahr der Bildung von Harnröhrenstrikturen. Ein weiteres Problem ist  
der bereits oben genannte hohe finanzielle Aufwand (Cooksley et al., 2008). Die 
Spülzytologie hat im Bereich der Sensitivität bei gut differenzierten Tumoren ihre 




durch äußere Faktoren störanfällig und in einem hohen Maße auch vom jeweiligen 
Untersucher und dessen Expertise abhängig (Nielsen et al., 2006). Somit besteht 
die Notwendigkeit ein nicht invasives, hochsensitives und spezifisches 
Urindiagnostikum für das Harnblasenkarzinom zu entwickeln. Bei high-grade 
Tumoren liegt die Sensitivität dagegen bei 80 - 95% (vom Dorp et al., 2008). 
Ebenfalls fehlen zuverlässige serologische Marker, die vor allem im zeitlichen 
Verlauf der Tumornachsorge nach durchgeführter tumorablativer Radikalchirurgie 
ein Tumorrezidiv detektieren können, bevor es durch bildgebende Verfahren 
morphologisch nachzuweisen ist. Es besteht somit die Notwendigkeit, nicht 
invasive Untersuchungsmethoden zu etablieren, die einerseits eine Früherkennung 
ermöglichen (unter Umständen auch als Screening bei Hochrisikogruppen), aber 
andererseits auch im Bereich der Nachsorge (bezüglich einer Rezidivdiagnose) bzw. 
einer möglichen Beurteilung des Progressionsrisikos nach transurethral erfolgter 
Karzinomdiagnose wegweisende Erkenntnisse liefern können. Solch ein Marker 
sollte im Urin oder Serum standardisiert messbar sein. Es existieren zahlreiche 
Studien, um solch geeignete Tumormarker zu finden, jedoch gibt es keine groß 
angelegten relevanten Studien hierzu (Hautmann et al., 2007). 
Die Hämaturie als einfachster Marker dagegen ist gut untersucht, bietet bei hoher 
Sensitivität jedoch eine ungenügende Spezifität. 
 
In dieser Arbeit wurde die Mikrosatellitenanalyse zur molekularen Diagnostik des 
Urothalkarzinoms der Harnblase  angewendet. Mit diesem Verfahren können 
bestimmte Chromosomenabschnitte gezielt analysiert werden. Es werden 
Polymorphismen erkannt und somit eine Unterscheidung zwischen einzelnen 
Allelen ermöglicht. Spezifische Genabschnitte (Loci) werden mittels PCR 
exponentiell amplifiziert. Mit modernen DNA-Analysesystemen (z.B. 
„ALFexpressII®“, Amersham Pharmacia Biotech) zusammen mit einer 
Fluoreszenzmarkierung der PCR-Produkte können Allelverluste (LOH) sowie eine 
allelische Imbalanz (AI), ein Allelungleichgewicht, schnell nachgewiesen werden. 
Diese AI kann durch Duplikation eines Allels mit einem resultierenden 
Allelverhältniss von 2:1 oder dem Verlust eines Allels in einer Subpopulation der 
Tumorzelle (Mosaizismus) verursacht sein. Da bereits kleinste Mengen der zu 
amplifizierenden DNA ausreichen und mittlerweile zahlreiche Mikrosatelliten-
marker zur Verfügung stehen, konnte sich diese Methode in vielen Bereichen der 




Zusätzlich zur Analyse des Primärtumors können mit der MSA auch 
Körperflüssigkeiten oder –sekrete untersucht werden, um tumorspezifische 
Alterationen in minimalen Mengen freier bzw. zellgebundener DNA nachzuweisen. 
Gegenüber der RNA und den Proteinen hat die DNA als Basis eines molekularen 
Tumormarkers den Vorteil, wesentlich stabiler zu sein. Sie ist somit sehr gut für 
eine sichere und klinisch anwendbare Methode zur Tumordiagnostik geeignet. 
Zusätzlich bietet der DNA basierte Tumornachweis eine Spezifität von bis zu 100% 
(Sidransky, 1997;  Bartoletti et al., 2005). 
In der hier vorliegenden Arbeit wurde die Methode der MSA bei der genetischen 
Charakterisierung des Harnblasenkarzinoms sowie beim serologischen 
Tumornachweis und urinbasierten Tumornachweis angewendet. 
 
5.1. Genetische Charakterisierung des Harnblasenkarzinoms 
 
An den 8 untersuchten chromosomalen Regionen (n = 117) konnten Alterationen in 
35,7% bis 54,8 % der Fälle nachgewiesen werden. Alterationen der Chromosomen 
8p, 9p, 9q und 14q mit 41,7 % bis 54,8% waren am häufigsten. Die höchste Inzidenz 
eines LOH („loss of heterozygosity“) wurde für die Regionen 9p und 9q mit den 
beiden Markern D9S15 und D9S925 in 26,50% gemessen. (Tab. 8 und 9; Abb. 11; 12 
und 13). Eine signifikante Assoziation zwischen LOH und muskelinvasivem 
Tumorstadium bzw. mäßig-schlechter Kerndifferenzierung konnte nicht berechnet 
werden. Eine Lymphknotenmetastasierung war signifikant mit einer Alteration an 
der chromosomalen Region 9p (D9171 und D9S925) zu beobachten. Sowohl das 
Muster der Alterationen als auch deren Häufigkeiten zeigten zwischen pTa/pT1 
Tumoren und den muskelinvasiven pT2 – pT4 Tumoren genauso wie zwischen gut 
differenzierten (G1) und mäßig-schlecht differenzierten (G2 – G4) Tumoren  
deutliche Unterschiede (Abb. 12 und 13). 
Die Auswahl der Tumormarker basiert auf den Voruntersuchungen vor allem von 
von Knobloch und seinen Arbeitsgruppen. So konnte dabei eine Assoziation von 
Allelverlusten bei fortgeschrittenen Tumorstadien und schlechter Kern-
differenzierung an den chromosomalen Regionen 5q und 17q nachgewiesen 
werden. Ein LOH an 8p war mit fortgeschrittenem Tumorstadium assoziiert. 
Alterationen bei Chromosom 9 wurden für das Urothelkarzinom der Harnblase als 
initiale Ereignisse bei der Karzinogenese betrachtet (Dalbagni et al., 1993; Knowles 
et al., 1994; Spruck et al., 1994; Richter et al., 1997; Knowles, 1999; Legrand et al., 




da bei 27 der 40 untersuchten pTa Tumore Alterationen des 9. Chromosoms 
zusammen mit anderen untersuchten Chromosomen und bei 5 von 40 pTa 
Tumoren (12,5%) ausschließlich im Bereich des Chromosoms 9 nachgewiesen 
wurden. Aufgrund dieser Häufung solcher Alterationen beim Harnblasenkarzinom 
war ein Ziel vorangegangener Arbeiten, die Tumorsuppressorgene, die auf 
Chromosom 9 lokalisiert sind, zu identifizieren. Homo- und hemizygote Deletionen 
des p16 Genlocus wurden als Schlüsselereignisse der Tumorgenese postuliert 
(Cairns et al., 1995; Orlow et al., 1995; Stadler & Olopade, 1996). Es gelang bereits 
an Chromosom 9q eine potentielle Tumorsuppressorregion soweit einzugrenzen, 
dass ein solches dort vermutetes Tumorsuppressorgen auf 9q32-q33 bereits mit der 
Bezeichnung DBC1 („deleted in bladder cancer 1“) belegt wurde (Habuchi et al., 
1997; Habuchi et al., 1998).  Ebenfalls wird dem Tuberose Sklerose Gen TSC1 auf 
9q34 eine potentielle Beteiligung zugeschrieben (Hornigold et al., 1999). Dass 
Veränderungen des Chromosoms 9 bei der Entwicklung eines Harnblasen-
karzinoms frühe Ereignisse sind, konnte Hartmann et al. durch die Identifikation 
von Alterationen dieses Bereiches bei prämalignen Schleimhautauffälligkeiten der 
Harnblase zeigen (Hartmann et al., 1999). 
Ein LOH des Chromosoms 8 (D8S261 und D8S560) konnte in dieser Arbeit 
lediglich mit einer Inzidenz von gesamt 26,5% (einzeln 14,5% bzw. 18,0%) 
identifiziert werden (p = 0,649 bzw. 0,362). Dieses Ergebnis deckt sich mit 
bisherigen Studien, die eine Inzidenz von 22 – 31% beschrieben (Knowles et al., 
1994; Takle & Knowles, 1996b; Legrand et al., 2011). Die Vorgängerarbeit von von 
Knobloch kam auf eine Inzidenz von 55 – 57% (von Knobloch, 2002). In dieser 
Arbeit von 2002 wurde bei fast doppelter Anzahl an Mikrosatellitenmarkern (17) 
diese höhere Inzidenz an 8p-Deletionen mit dem höheren Anteil muskelinvasiver 
Tumore erklärt. Ein fortgeschrittenes Tumorstadium und eine schlechte 
Kerndifferenzierung waren dort signifikant mit einem 8p-Verlust assoziiert. 
Betrachtet man in der vorliegenden Arbeit ausschließlich die pT4 Tumore, kommt 
man auf eine Inzidenz von gesamt 75% (einzeln 37,5% bzw. 62,5%). Ein LOH an 
Chromosom 8p kann somit als prognostisch ungünstig gewertet werden (Takle & 
Knowles; 1996b; Bubendorf et al., 1997, von Knobloch, 2002).  Auch bei anderen 
Tumorentitäten, wie dem Prostata-, dem konventionellen Nierenzellkarzinom oder 
dem kolorektalem Karzinom, werden 8p-Deletionen beobachtet und mit einer 
schlechten Prognose verknüpft (Bova et al., 1993; Crundwell et al., 1996; 
Schullerus et al., 1997; Chughtai et al., 1999; von Knobloch et al., 2004). Beim 




um 8p23 ein (Sunwoo et al., 1999; Ohgaki et al., 1999; Muschek et al., 2000). Da 
Chromosom-8-Alterationen gehäuft bei soliden Tumoren und dem Carcinoma in 
situ identifiziert werden, könnte eine 8p-Deletion ein Schlüsselereignis eines 
zweiten Entstehungsweges des Harnblasenkarzinoms neben dem Chromosom 9 
Verlust sein, vor allem im Hinblick auf die verschiedenen postulierten 
Entstehungswege dieser Tumorentität (Dalbagni et al., 1993; Spruck et al., 1994; 
Rosin et al., 1995).  
In vorangegangenen Arbeiten wurde ein LOH an den Chromosomen 13q und 14q 
als Marker für eine ungünstige Prognose gewertet. Bei von Knobloch konnte eine 
Assoziation zwischen schlechter Kerndifferenzierung und fortgeschrittenem 
Tumorstadium herausgearbeitet werden. Bei 13q in 28 – 34% und bei 14q in 27 – 
38% (von Knobloch, 2002). Das Tumorsuppressorgen Rb (Retinoblastoma-Gen) ist 
auf dem Chromosomenarm 13q lokalisiert. Eine Alteration dieser Region bzw. eine 
Mutation des Rb-Gens wurde in zahlreichen Studien als prognoseassoziiert 
beschrieben (Cairns et al., 1991; Xu et al., 1993; Cordon-Cardo et al., 1997; Sarkar 
et al., 2000; Korkolopoulou et al., 2001). Ein LOH des Chromosomenarms 14q 
wurde besonders bei fortgeschrittenen Tumoren und dem Carcinoma in situ 
beobachtet (Chang et al., 1995; Rosin et al., 1995). Inzidenzen dieser Alteration 
wurden in bis zu 70% bei invasiven Tumoren beschrieben (Chang et al., 1995). 
Auch bei der Progression des konventionellen Nierenzellkarzinoms besteht eine 
Assoziation zur Alteration dieser chromosomalen Region (Herbers et al., 1997). In 
dieser Arbeit zeigte sich ein LOH des Chromosoms 13q bei invasiven Tumoren mit 
einem Signifikanzwert von p = 0,838 und bei mäßig-schlechter Kerndifferenzierung 
mit einem p-Wert von 0,476. Bei Chromosomenarm 14q konnte ein LOH bei 
muskelinvasiven Tumoren in 10,6% (p = 0,497) und bei schlechter 
Kerndifferenzierung in 11,6% (p = 0,544) identifiziert werden. Bei pTa/pT1 
Tumoren wurden bei 13q in 8,8% und bei 14q in 13,2% ein LOH erkannt. Der 
Nachweis bei einer guten Kerndifferenzierung gelang für beide Regionen bei 1 von 
22 Tumoren (4,5%).  
Die guten Werte der Sensitivität in den Vorarbeiten mit 17 Markern konnten trotz 
Reduktion der Markerzahl auf 10 Marker in dieser Arbeit bestätigt werden. Das 
letztendliche Potential der analysierten molekularen Marker muss anhand des 
weiteren Krankheitsverlaufes der untersuchten Patienten im Rahmen der 
Nachsorge überprüft bzw. objektiviert werden. Weitere prognostische Aspekte im 
Hinblick sowohl auf die Wahl der weiteren Therapie als auch auf den individuellen 




Harnblasenkarzinoms können durch die molekulare Analyse von bestimmten 
Markeregionen zum Operationszeitpunkt erarbeitet werden.  Es gelang mit dieser 
Arbeit, die Anzahl der zu verwendenden Marker bei gleich guten Ergebnissen um 




Tumorspezifische Alterationen der Serum-DNA konnten mit 10 polymorphen 
Markern der chromosomalen Regionen 5p, 8p, 9p, 9q 13q, 14q, 17q und 20q in 
77,7% (87/112) nachgewiesen werden. In der Vorgängerarbeit von 2004 mit 61 
Patienten und 17 Markern wurde eine ähnliche Sensitivität von 80,3% erreicht. Die 
höchste Frequenz in Alterationen wird bei 8p mit 36% angegeben (von Knobloch et 
al., 2004). In der vorliegenden Arbeit waren 9p-Alterationen mit einer Inzidenz 
von 33% am häufigsten. Es folgten 14q-Alterationen (25%) und 5q- bzw. 8p-
Alterationen (je 23,2%). Alterationen an den anderen chromosomalem Regionen 
wurden in 16,1 bis 21,4% detektiert (Abb. 14). In der vorliegenden Auswertung 
konnte statistisch bei 112 Patienten keine Abhängigkeit des Nachweises von Serum-
DNA-Alterationen mit muskelinvasivem Tumorstadium (p = 0,062; Mann-
Whitney-Test) berechnet werden. Bei mäßig-schlechter Kerndifferenzierung des 
Primärtumors zeigte sich eine signifikante Assoziation (p = 0,005; Mann-Whitney-
Test) (Abb. 15 und 16). 
Eine Serum-DNA-Alteration wurde nur als solche gewertet, wenn eine 
Korrespondenz zu einer Alteration in der Tumor-DNA bestand (Abb. 17, 18 und 19). 
Diskordante AI fand sich mit einer Inzidenz von 0 – 1% in Abhängigkeit des 
verwendeten Markers und wurde als Artefakt bewertet (Tab. 09). Für die Spezifität 
wird auf Daten von von Knobloch zurückgegriffen. Bei dieser Arbeit wurde durch 
die Analyse von 20 gesunden Probanden mit insgesamt 17 Markern die Spezifität 
überprüft. In Übereinstimmung mit der Serum-DNA der Tumorpatienten konnte 
die Spezifität der Methode mit 80% errechnet werden, da bei 4 Probanden 
insgesamt 7 unspezifische AI in 340 Kontroll-PCRs (2%) gefunden wurden (von 
Knobloch, 2002; von Knobloch et al., 2004).  
Da sich bereits pTa/pT1-Tumoren mit einer Sensitivität von 72,7% serologisch 
nachweisen lassen, kann man für diese Methode eine Stadienunabhängigkeit 
postulieren (Abb. 16). Bei vorangegangenen Studien und anderen Tumorentitäten  




1999; Sozzi et al., 1999; Coulet et al., 2000; Shaw et al., 2000; von Knobloch, 
2002; von Knobloch et al., 2004). 
Wie bei von Knobloch 2002 und 2004 konnte auch in dieser Arbeit nach 
Auswertung der 112 untersuchten Patienten eine klare Abhängigkeit der 
serologischen Tumordiagnose vom Kerndifferenzierungsgrad des Tumors errechnet 
werden (p = o,oo5; Mann-Whitney-Test; Abb. 15) (von Knobloch, 2002; von 
Knobloch et al., 2004). Dies kann nachvollzogen werden, da schlecht differenzierte 
Tumoren eine erhöhte Proliferationsrate bei gleichzeitig erhöhter genetischer 
Instabilität aufweisen (Stroun et al., 1987; Anker et al., 1999; Anker, 2000). Leon 
und Shapiro haben in Pionierarbeiten zur Serum-DNA-Bestimmung gezeigt, dass 
die Konzentration an freier Serum-DNA bei Tumorpatienten höher war als bei 
Patienten mit benigner Grunderkrankung bzw. gesunden Probanden (Leon et al., 
1977; Shapiro et al., 1983). In den eben zitierten Veröffentlichungen war in der 
Gruppe der Tumorpatienten die Konzentration jedoch unabhängig von der Größe 
des Tumors und dem lokalen Stadium und zeigte lediglich bei Metastasierung einen 
signifikanten Anstieg. 
Die Sensitivität der Methode zum serologischen Tumornachweis dieser Arbeit mit 
77,7% deckt sich mit dem Wert von von Knobloch (79,3%) und ist im Vergleich zu 
den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen (0 – 71%) mit der gleichen Methode 
deutlich höher (Chen et al., 1996; Nawroz et al., 1996; Goessl et al., 1998; Hibi et 
al., 1998; Chen et al., 1999; Silva et al., 1999; Shaw et al., 2000; Sozzi et al., 2001; 
von Knobloch, 2002, Legrand et al., 2011). Dies konnte bei von Knobloch auf den 
Einsatz einer größeren Anzahl von Mikrosatellitenmarkern zurückgeführt werden. 
In dieser Arbeit wurden 17 Marker verwendet. In den anderen oben genannten 
Studien wurden lediglich zwischen 2 und 12 Marker eingesetzt. Die vorliegende 
Studie wurde mit 10 Markern durchgeführt und bestätigt somit die guten 
Ergebnisse von von Knobloch trotz fast halbierter Markerzahl. Die höchste 
Sensitivität konnte für die chromosomale Region 9p mit dem Marker D9S925 mit 
33% erzielt werden (Abb. 14). Legrand und seine Arbeitsgruppe konnten mit 20 
Markern für 9p eine Sensitivität von 35%, also ein fast identisches Ergebnis 
benennen (Legrand et al., 2011). Auch die Eigenschaften der einzelnen Marker 
sowie die Größe der PCR-Produkte nehmen neben der Inzidenz der Alterationen im 
Tumor Einfluss auf die Sensitivität. Dies liegt daran, dass die freie Serum-DNA 
fragmentiert vorliegt (Tab. 09) (von Knobloch et al., 2001). In dieser Arbeit 
konnten für das Harnblasenkarzinom 5 sensitive Marker ermittelt werden (D5S170, 




die Serumdiagnose. Bei vertretbarem Aufwand und Kosten könnte die Methode mit 
oben genannten Markern als serologisches Diagnostikum klinisch im Bereich der 
Patientennachsorge nach radikalchirurgischer Therapie bei invasiven und schlecht 
differenzierten Tumoren dienen, um vor dem morphologischem Rezidivnachweis 
mittels bildgebender Verfahren ein lokales oder Fernrezidiv zu detektieren, solange 




Ebenso wie bei der Untersuchung der Serum-DNA wurden in dieser Arbeit 10 
polymorphe Marker der chromosomalen Regionen 5q, 8p, 9p, 9q, 13q, 14q, 17q und 
20q zur Urindiagnostik bei 75 Patienten mit Urothelkarzinom der Harnblase 
verwendet. Die Auswahl der Marker beruht auf der Vorarbeit von von Knobloch 
und reduzierte die eingesetzte Markerzahl von 17 auf die 10 vielversprechensten 
Marker. Es konnten in 86,7% tumorspezifische Urin-DNA-Alterationen der 
analysierten Proben (65 von 75) identifiziert werden. Die chromosomalen Regionen 
5q, 9p und 9q wiesen in 31,1 bis 39,2% die höchste Inzidenz in Alterationen auf 
(Abb. 14). Die Spezifität dieser Methode kann mit über 90% angegeben werden, da 
in nicht mehr als 4% Alterationen der Urin-DNA ohne Korrelation zu der unter-
suchten Tumor-DNA gefunden wurden (Tab. 11; Abb. 17, 18 und 19). Wie bereits bei 
der Serum-DNA-Diagnostik können diese unspezifischen Alterationen als PCR-
Artefakte gewertet werden. Die Sensitivität der Methode bei schlecht 
differenzierten Tumoren war jedoch schlechter. Eine Assoziation zu schlechter 
Kerndifferenzierung konnte bei einem Signifikanz-Wert von p = 0,217 (Mann-
Whitney-Test) nicht berechnet werden. Dennoch erreichte diese Methode eine 
Sensitivität von 73,3% für Diagnose von pTaG1-Tumoren anhand spezifischer DNA-
Alterationen des Urinsedimentes. Dieser Wert liegt deutlich über der Sensitivität 
der Zytologie, die bei diesem frühen Tumorstadium mit weniger als 40% richtig 
positive Ergebnisse erbringt (Murphy et al., 1990; Wiener et al., 1993).  
Am sensitivsten waren die Marker D5S170, D9S171, D9S15, D9S925 und D13S153. 
Sie erzielten zusammen eine Sensitivität von 75,7%. In vorherigen Arbeiten (unter 
anderem die Pionierarbeit von Steiner et al.) zur Mikrosatellitenanalyse von DNA-
Alterationen des Urinsedimentes zur Diagnostik von Harnblasenkarzinomen 
ergaben sich Werte zwischen 71 bis 90% (Steiner et al., 1997; Mourah et al., 1998; 
von Knobloch, 2002; Legrand et al., 2011). Die 90% von Steiner wurden bei 20 




Arbeitsgruppe um von Knobloch verwendete noch 17 Mikrosatellitenmarker und 
bezifferte die Sensitivität mit 71%. Somit ist bei der vorliegenden Arbeit mit „nur“ 
10 Mikrosatellitenmarkern und einer Gesamtsensitivität von 75,7%  die Wertigkeit 
dieser Methode weiter bestätigt worden und ein Ziel dieser Arbeit, die Reduktion 
der eingesetzten Markerzahl bei gleicher oder besserer Sensitivität, erreicht 
worden.  Dazu muss erwähnt werden, dass im Gegensatz zu Steiner in dieser Arbeit 
die Gewinnung des Urinsedimentes nicht über eine Spülzytologie, sondern über die 
weniger invasive Methode mittels Abgabe eines Spontanurins erfolgte.  
Im Vergleich zu anderen molekularen und zytogenetischen Urinanalyseverfahren, 
bietet die Mikrosatellitenanalyse bei guter Sensitivität besonders auch in frühen 
Tumorstadien eine sehr hohe Spezifität. RT-PCR für Cytokeratin 20, Bestimmung 
der Telomeraseaktivität sowie FISH erreichen Sensitivitäten von 63 bis 91% bei 
Spezifitäten von 73 bis 99% (Meloni et al., 1993; Sugano et al., 1997; Heine et al., 
1998; Müller et al., 1998; Buchumensky et al., 1998; Junker et al., 1999; Bubendorf 
et al., 2001; Ishiwata et al., 2001). Die oben genannten molekularen Methoden 
sowie die Mikrosatellitenanalyse haben im Vergleich zur Urinzytologie auch bei gut 
differenzierten oberflächlichen Tumoren noch eine akzeptable Sensitivität. Nicht-
molekulare Methoden, welche meist auf dem Nachweis von bestimmten Tumor-
proteinen beruhen (NMP-22Test, BTA-Test oder BRA-TRAK-Test), haben vor 
allem im Bereich der Spezifität ihre Defizite (Wiener et al., 1998). Weitere nicht-
molekulare Methoden wiesen Sensitivitäten und Spezifitäten von mehr als 80% auf. 
Einerseits wird Hyaluronsäure und Hyaluronidase nachgewiesen, andererseits mit  
Immunocyt® ein Antikörper (Lokesshwar et al., 1997; Mian et al., 1999). In der 
vorliegenden Arbeit gelang in 77,8% der Nachweis von G1-Tumoren anhand des 
Urinsedimentes. Bei der Urin-Zytologie können in diesem Tumorstadium die 
niedrig malignen Karzinome lediglich mit einer Sensitivität von 10 bis 30% 
detektiert werden und und somit hat die Zytologie, bei hoher Detektionsrate im 
mittel bis schlecht differenzierten Bereich, hier ihren Schwachpunkt. Somit steht 
mit der molekularen Tumordiagnose von G1-Tumoren mit der Mikrosatelliten-
analyse ein Werkzeug zu Verfügung, welches diese diagnostische Lücke zu 
schließen in der Lage ist, da eine mehr als doppelt so hohe Sensitivität erreicht 
wird. 
Auch der Nachweis von Prostata- und Nierenzellkarzinomen konnte im Urin bereits 
bestätigt werden. Bei 25 Patienten wurde für das Nierenzellkarzinom eine 
Sensitivität von 76% mittels der Mikrosatellitenanalyse angegeben (Eisenberger et 




Methode der methylationsspezifischen PCR verwendet. Dabei wird eine für das 
Prostatakarzinom hochspezifische GSTP1 Gen-Promoterhypermethylierung nach-
gewiesen (Goessl et al., 2000; Goessl et al., 2001). Somit steht eine nicht-invasive 
Methode zur Verfügung, die den Nachweis eines Prostatakarzinoms mit einer 
Sensitivität von 68 bis 78% (n = 40 Proben) bei einer Spezifität von 98% erreicht. 
Die hier vorliegenden Daten können als Grundlage zur weiteren Entwicklung der 
MSA zum nicht-invsiven und somit patientenfreundlicheren urinbasierten 
Nachweis eines Harnblasenkarzinoms dienen. Solch molekulare Methoden können 
ebenfalls eingesetzt werden, um auch andere Tumorentitäten des urologischen 
Fachgebietes, wie das Prostata- oder das Nierenzellkarzinom, nachzuweisen. Dazu 
müssen weitere Untersuchungen an größeren Patienten-kollektiven erfolgen. 
Ebenfalls sollte der zeitliche, apparative und finanzielle Aufwand durch 
Weiterentwicklung der Techniken reduziert werden, wenn eine breite klinische 
Anwendung angestrebt wird. 
 




5.4.1.1. Genetische Klassifikation 
 
Die Klassifizierung und Diagnose von Tumoren werden in den jeweils aktuellen 
theoretischen Kenntnissen und Hypothesen über die Biologie von Tumoren sowie 
die technischen Möglichkeiten der Tumorforschung wiedergegeben. Die 
Möglichkeiten in der molekularen Analyse von Tumoren sowie die phänotyp-
unabhängige genetischen Charakteristika haben beim Nierenzellkarzinom zu einem 
Klassifizierungssystem geführt, welches allein auf genetischen Veränderungen 
basiert (Kovacs et al., 1997; Störkel et al., 1997). Das komplette Potential dieser 
genetischen Klassifizierung ist bislang klinisch noch nicht vollständig ausgeschöpft. 
Vor allem beim Urothelkarzinom der Harnblase und dem heterogenen biologischen 
Verhalten dieser Tumorentität, könnten eine Fortführung der genetischen 
Charakterisierung und eine damit mögliche Klassifizierung im klinischen Alltag 
einen bedeutenden Stellenwert erlangen. Die genetischen Entstehungswege des 
Harnblasenkarzinoms sind Mitte der 90er Jahre postuliert worden (Dalbagni et al., 
1993; Spruck et al., 1994). Durch die Identifikation molekularer Marker könnten 




beim oberflächlichen Harnblasenkarzinom die Fähigkeit zur Progression und die 
Entstehung von Rezidiven sowie beim muskelinvasiven Tumor die 
Metastasierungstendenz zu erkennen und im Idealfall rechzeitig die nötigen 
therapeutischen Schritte einzuleiten. Diese Arbeit leistet einen Teil zur genaueren 
genetischen Charakterisierung der Tumoren der Harnblase mit der Eingrenzung 
tumorassoziierter chromosomaler Regionen. 
 
5.4.1.2. Serologischer Nachweis 
 
In dieser Arbeit bietet die Analyse von frei zirkulierender Tumor-DNA beim 
Urothelkarzinom der Harnblase die Möglichkeit, die Akkumulation im zeitlichen 
Verlauf von genetischen Veränderungen eines Tumors durch repetitive Analysen 
von Serum-DNA nicht-invasiv wiederzugeben. Mulcahy et al. haben die Anwend-
barkeit solcher molekularen Untersuchungsmethoden im Rahmen einer Verlaufs-
beobachtung bereits beim Pankreaskarzinom belegt (Mulcahy et al., 1998). Mit der 
Promoterhypermethylisierungsanalyse von Tumorsuppressorgenen durch die 
Applikation quantitativer PCR-Techniken ist eine quantitative Überwachung 
epigenetisch veränderter Plasma-DNA möglich (Lo et al., 1999; Kawakami et al., 
2000; Goessl, 2001). 
Anhand des Survivinspiegels können Aussagen über den Progress gemacht werden. 
So ist einer erhöhter Survivinspiegel mit einem Tumorprogress vergesellschaftet. 
Bislang war eine Korrelation zwischen Survivinspiegel und Prognose nicht sicher 




Mit der genetischen Charakterisierung von Tumoren ist nun die Identifikation von 
Risikopopulationen möglich, welche spezifische genetische Veränderungen 
aufweisen, die für die Tumorentstehung grundlegend sind. Damit könnte die 
onkologische Basis zur Früherkennung solcher Risikopatienten und damit zur 
Verhinderung der Entstehung einer Erkrankung genutzt werden. Insbesondere 
können die erlangten Erkenntnisse der Tumorbiologie die Basis für gezielte 
gentherapeutische Ansätze bilden (Torrance et al., 2000; Blot, 2000). Die 
Mikrosatellitenanalyse bietet eine zuverlässige Methode der Detektion von 
Harnblasenkarzinomen mit hoher Spezifität (100%) und Sensitivität 72 – 97% (Van 




al., 2004; Amira et al., 2002; Rhijn et al., 2005, Bartoletti et al., 2005, Gudjonsson 
et al., 2008). Kombiniert man die MSA mit der konventionellen Zytologie, ergaben 
sich in der Studie von Collin-Chavagnac eine Sensitivität für low grade Karzinome 
von 74,4% und für low stage Karzinome von 80,2%. Die Sensitivität der 
Kombination war jeweils höher als die Einzelwerte für MSA bzw. Zytologie getrennt 
(Rhijn et al., 2005; Collin-Chavagnac et al., 2010). Eine solche Verknüpfung der 
beiden etablierten Methoden kann Kosten senken (Wild et al., 2009). Doch die 
MSA ist eine aufgrund der technischen Komplexität störanfällige Methode, die mit 
großem Aufwand und hohen Kosten verbunden ist. Sollten durch Standardisierung 
diese Probleme reduziert werden, kann die MSA einen entscheidenden Platz in der 
Diagnostik des Harnblasenkarzinoms einnehmen. Im Follow-up kann zum Beispiel 
bei wiederholten Messungen das Rezidivrisiko innerhalb von 2 Jahren bestimmt 
werden. Van der Aa ermittelte bei persistierenden Alterationen ein solches Risiko 
von 83%. Weist man konstant keine Alterationen nach, liegt dieses Risiko lediglich 
bei 22% (Van der Aa et al., 2009). 
 
5.4.3. Andere Methoden 
 
In den letzten Jahren wird an verschiedensten Markersystemen zur 
Früherkennung, Rezidivdiagnose oder Prognoseabschätzung gearbeitet. Bislang hat 
noch keiner der untersuchten Marker konstant gute Ergebnisse geliefert, als dass 
die Verwendung in den internationalen Leitlinien empfohlen würde (Babjuk et al., 
2008; Stenzl et al., 2009; Sturgeon et al., 2010; Tilki et al., 2011). Im Folgenden 
werden einige Tests bzw. potentielle Marker beschrieben.  
Von der FDA (American Food & Drug Administration) zugelassen ist der NMP-22 
Test. Bei NMP-22 handelt es sich um ein Matrixprotein des Zellkerns (des 
Spindelapparates), welches bei urothelialer Replikation vermehrt im Urin 
vorhanden ist (Gutièrrez-Banos et al., 2001). Es existieren zwei verschiedene 
Testverfahren. Ein Schnelltest (NMP-22-BladderCheck®) und ein Enzymimmuno-
essay (NMP22 EIA®). Die Angaben in der Literatur für Sensibilität und Spezifität 
schwanken. So werden Sensitivitäten zwischen 32 bis 100% und Spezifitäten 
zwischen 55 bis 96,7% angegeben (Compton et al., 1993; Soloway et al., 1996; 
Wiener et al., 1998; Ramakumar et al., 1999; Ponsky et al., 2001; Glas et al., 2003; 
Rhijn et al., 2005; Lokeshwar et al., 2006; Hautmann et al., 2007; Konety et al., 
2008; Vrooman et al., 2008; Lotan et al., 2009; Hatzichristodoulou et al., 2011; 




klinische Detektionsrate (Lotan et al., 2009). Der routinemäßige Einsatz wird auch 
von Ausschlusskriterien beeinträchtigt. So sind Hämaturie, Leukozyturie, BPH, 
Harnwegsinfekte und Urolithiasis Ausschlusskriterien und verantwortlich für die 
hohen Raten an falsch positiven Ergebnissen (Poulakis et al., 2001; Rhijn et al., 
2005; Konety et al., 2008; Vrooman et al., 2008).   
Ein weiterer bereits kommerzialisierter Marker ist UroVysion®. Dabei werden 
chromosomale Veränderungen nachgewiesen, indem per FISH (Fluoreszenz in situ 
Hybridisierung) mittels fluoreszenzmarkierter Sonden Zentromere der 
Chromosomen 3, 7 und 17 sowie der Genlocus 9p21 markiert werden.  Ausgewertet 
werden zytogenetische morphologische Kriterien. So genannte Copy Number 
Variations (CNV), also Allelverluste bzw. Amplifikationen, werden an oben 
genannten Chromosomen bzw. Genloci untersucht (Halling et al., 2000, 
Bubendorf et al., 2001; Daniely et al., 2007; vom Dorp et al., 2007; Sullivan et al., 
2010). Definiert wird dieses Verfahren als Ergänzungstest zur Zytologie durch die 
Notwendigkeit, dass atypische Zellen im Urin vorhanden sind (Knüchel et al., 
2009). In Studien ergab sich bisher keine Relevanz in prognostischen 
Fragestellungen (Pycha et al., 1997). Es gilt weiter zu prüfen, ob ein positives 
Testergebnis eine neoplastische Umformung oder ein instabiles Urothel mit der 
Tendenz zur malignen Entartung darstellt (Veeramachaneni et al., 2003). Eine 
vorangegangene intravesikale BCG-Instillation hingegen beeinflusst die Test-
ergebnisse nicht (Mengual et al., 2007; Konety et al., 2008; Zwarthoff et al., 2008; 
Vrooman et al., 2008). Die Sensitivität wird mit 68 – 81% bei einer Spezifität von 
79 – 96% angegeben. Es kann jedoch nicht gesagt werden, ob ein positives Ergebnis 
eine neoplastische Umformung darstellt oder instabiles Urothel mit Entartungs-
tendenz vorliegt (Halling et al., 2000; Tritschler et al., 2006; Alvarez eta al., 2007; 
Hautmann et al., 2007).  In der so genannten Uroscreen-Studie wurden die 
herkömmlichen Untersuchungsmethoden (Urin-teststreifen auf Hämaturie und 
Urin-Zytologie) sowie NMP-22 und UroVysion® an einer Risikopopulation von 
1772 Chemiearbeitern angewendet. Auf dem DGU-Jahreskongress 2011 wurden 
erste Ergebnisse vorgestellt. Die Sensitivität und Spezifität ist für jeden Test einzeln 
betrachtet nicht ausreichend. So wurden Sensitivitäten für G1 Tumore mit 36%, für 
G2 Tumore mit 76% und für G3 Tumore mit 96% bei einer Spezifität mit 96% 
angegeben (Halling et al., 2002; Sarosdy et al., 2002). Eine Kombination der 
verschiedenen Testverfahren kann eine Verbesserung der Aussagekraft in Zukunft 
bringen und somit z.B. zum Screening von Hochrisikogruppen verwendet werden 




Einen anderen Weg bietet der BTA-Stat bzw. die Weiterentwicklung der BTA-
TRAK™-Test (Bladder tumor antigen). Hier wird eine Proteinbestimmung im Urin 
vorgenommen. Genauer gesagt ist dieser Point-of-Care-Test (Streifentest) ein über 
zwei monoklonale Antikörper geführter qualitativer Nachweis des hCFH bzw 
hCFHrp (humaner Komplementfaktor H Protein bzw. hCFH ähnliches Protein). 
Das hCFHrp wird ausschließlich in urothelialen Tumorzellen gebildet. Mit 
deutlichen Einschränkungen bei low-grade Tumoren bzw. bei benignen 
urologischen Erkrankungen werden die Sensitivitäten zwischen 8 bis 89% bei 
Spezifitäten zwischen 50 bis 95% angegeben. Allerdings sinkt die Spezifität bei 
Pyurie oder Urolithiasis (Sarkis et al., 1994; Mahnert et al., 1999; Guitèrrez Banos 
et al., 2001; Poulakis et al., 2001; Lokeshwar et al., 2006; Alvarez et al., 2007; 
Hautmann et al., 2007; Babjuk et al., 2008; Raitanen et al., 2008; Kinders et al., 
2009). 
Auch über die Untersuchung von Mikro-RNA (miRNA) gibt es die ersten 
Ergebnisse. Dies sind nicht-codierende RNA, welche ein wichtiges regulatorisches 
Bindeglied zwischen DNA, mRNA und Proteinsynthese darstellen. Sie umfassen 
etwa 22 Nukleotide. Ihnen werden auch immunsuppressive Eigenschaften 
zugeschrieben. 2001 wurde die miRNA erstmals von Ruvkun beschrieben (Ruvkun 
et al., 2001). Bis März 2009 wurden bereits 695 humane miRNA nachgewiesen 
(Schaefer et al., 2009).  30% der humanen RNA werden durch solche miRNA 
reguliert (Lewis et al., 2005). Nun wurden Veränderungen der Expressionsprofile 
dieser miRNA bei Tumorpatienten nachgewiesen. Da sie auch im Urin detektiert 
werden konnten, bietet sich damit die Möglichkeit eines Biomarker für Diagnose, 
Prognose bzw. neue Therapieformen des Harnblasenkarzinoms. Cowland et al. 
berichteten über die Möglichkeit einer Abgrenzung zwischen Karzinom von 
reaktiven Läsionen (Calin et al., 2002; Iorio et al., 2005; Lu et al., 2005; Calin et 
al., 2006; Murakami et al., 2006; Volinia et al., 2006; Cowland et al., 2007; Yu et 
al., 2008). Deregulierte, mit Krebs assoziierte miRNA werden als „Oncomirs“ 
bezeichnet (Esquela-Kerscher et al., 2006; Schäfer et al., 2010). Bei 
Untersuchungen von Blut bei Patienten mit einem Prostatakarzinom konnte eine 
Abschätzung der Aggressivität des Tumors erfolgen (Mitchell et al., 2008). Auch bei 
Patienten mit einem Harnblasenkarzinom gibt es erste Ergebnisse. Es wurden 10 
hochregulierte miRNA in Tumorproben identifiziert sowie ein nicht signifikanter 





Auch Wachstumsfaktoren rückten in den Fokus von Studien. VEGF (vascular 
endothelial growth factor) und EGFR (endothelial growth factor receptor) 
korrelierten mit der Progressionsfähigkeit von Urothelkarzinomen (Messing et al., 
1990; Crew at al., 1997; Daniely et al., 2007). Auch bFGF (basic fibroblast growth 
factor) zeigte sich in Serum und Urin als proangiogenetischer Faktor von 
Tumorpatienten erhöht (Nguyen et al., 1994; O`Brien et al., 1997; Gravas et al., 
2004). Eine aktivierende Mutation von FGFR³ ist zum Beispiel überwiegend mit 
nicht-invasiven Blasentumoren von niedrigem Malignitätsgrad assoziiert. Eine p53-
Mutation ist dabei fast auszuschließen. Bei diesen Tumoren wurden häufig auch 
Mutationen von proliferationsfördernden Onkogenen wie PIK³CA oder HRAS 
sowie Deletionen auf beiden Armen des 9. Chromosoms gefunden (Oers et al., 
2007; Goebell et al., 2010).  
Als weiterer interessanter Ansatzpunkt sind Glykosaminoglykane wie die 
Hyaluronsäure und das abbauende Enzym Hyaluronidase-1 (HYAL-1) zu nennen. 
Eine erhöhte Expression ist mit aggressiven Blasentumoren und einer erhöhten 
Rezidivwahrscheinlichkeit sowie mit einer Metastasierung assoziiert (Kramer et al., 
2010). Die real-time PCR für HYAL-1 ergab eine Sensitivität von 72% (Kramer et 
al., 2008). 
Der Apoptose-Inhibitor Survivin (BIRC5) erscheint durch gute erste Daten ein 
hohes Potential als Marker zu besitzen (Altieri et al., 2003). Survivin initialisiert 
die Zellproliferation sowie die Angiogenese. Die Sensitivität wird mit 100% 
angegeben bei 87 bis 100%iger Spezifität bei allerdings geringen Fallzahlen (Smith 
et al., 2001; Sharp et al., 2002; Datta et al., 2002; Lokeshwar et al., 2006; Duffy et 
al., 2007; Margulis et al., 2007;  Hautmann et al., 2007). Der prognostische Wert 
ist vor allem bei pT1G3 Tumoren vielversprechend (Gradilone et al., 2010). Die 
Messung erfolgt mittels PCR. Eine Überexpression korreliert mit einer kürzeren 
progressionsfreien Zeit und erhöhter Rezidivrate (Swana et al., 1999; Smith et al., 
2001; Shariat et al., 2007; Coleman et al., 2009). Eine Kohortenstudie hat diese 
viel versprechenden Befunde allerdings wieder etwas relativiert (Shariat et al., 
2009).  
Eine Vielzahl an Proteinen wurde als potentielle Marker untersucht. Zu erwähnen 
ist zum Beispiel das Clusterin, welches im Serum von Tumorpatienten mit 
invasiven und oberflächlichen Blasentumoren erhöht ist. Die Sensitivität betrug 
80% bei 91% Spezifität (Hazzaa et al., 2010). Der Serin-Protease-Inhibitor Maspin 
zeigte eine Assoziation zwischen verminderter Expression und höheren T-Stadien 




(p < 0,05). Zusätzlich zeigte sich Maspin als unabhängiger prognostischer Faktor 
für die Rezidiv-Vorhersage (p < 0,03) und die Tumorprogression (p < 0,001) 
(Kramer et al., 2008). Das zur Gruppe der Immunglobuline gehörige 
Transmembranprotein EMMPRIN (CD147), das vor allem auf Epithelzellen 
exprimiert wird, ist ein weiterer Kandidat, da es häufig am Tumorrand, am Ort des 
invasiven Tumorwachstums, vorkommt. EMMPRIN induziert die Synthese von 
Matrixmetalloproteinasen (MMP) und VEGF. Es konnte ein Einfluss auf die 
Progression von Blasentumoren nachgewiesen werden (Zucker et al., 2001; 
Gabison et al., 2005; Tang et al., 2005; Yan et al., 2005;  Nawroth et al., 2008; 
Riethdorf et al., 2008). Eine Anwendungsmöglichkeit ist die Target-Therapie 
mittels Antikörper (Xu et al., 2007). Von den bereits angesprochenen 
Matrixmetalloproteinasen ist die MMP-7 mit einem erhöhten Risiko einer 
Metastasierung verknüpft (Szarvas et al., 2010). Auch das Fibronektin (FN), ein 
Glykoprotein, zeigt bei erhöhter Expression einen Zusammenhang zum 
Urothelkarzinom der Blase (Sanchez-Carbayo et al., 2000; Kirkali et al., 2001). 
Ein erhöhter cFN-Plasmaspiegel ist mit einem muskelinvasiven Wachstum 
assoziiert. FN unterstützt dabei das lokale Tumorwachstum und die Metastasierung 
(Hegele et al., 2008). Eine Überexpression des Calcium-bindenden Proteins 
Calgranulin ist mit einer Muskelinvasion und einer schlechten Prognose assoziiert 
(Nicklas et al., 2010). Auch Galectin-3 (ein Lektin) ist im Plasma bei 
Blasenkarzinompatienten erhöht und seine Expression signifikant bei pT1-
Tumoren erniedrigt und wurde von den Autoren als unabhängiger Prognosefaktor 
für Rezidive bezeichnet (Kramer et al., 2008; Sakaki et al., 2008). Der 
Wachstumsfaktor Proepithelin zeigte im Urin von Blasenkarzinompatienten eine 
Überexpression. Sensitivität und Spezifität wurden mit 74,6 bis 85, 2% angegeben 
(Selmy et al., 2010).   
Das Zelladhäsionsmolekül CEACAM¹ (carcinoembryonic antigen-related cell 
adhesion molecule 1) führt durch seine Expression zur Hochregulation 
proangiogenetischer Faktoren (z.B. VEGF). Es konnte eine Diskriminierung 
zwischen gesunden Probanden und Tumorpatienten erfolgen (Ergün et al., 2000; 
Kilic et al., 2005; Tilki et al. 2009). 
Ein weiterer Forschungsfokus beschäftigt sich mit dem Nachweis von Zytokeratin 
und Uroplakin. Erstmals gelang ein solcher Nachweis für CK20 mittels „nested 
PCR“ (Kaneda et al., 1998; Yuasa et al., 1999; Nezos et al., 2009). Für Uroplakin II 
werden Spezifitäten von 100% angegeben (Li et al., 1999; Osman et al., 2004). 




Tumore gering (Li et al., 1999; Lu et al., 2000). CK20 erreichte ebenfalls gute 
Spezifitäten bei jedoch nur mäßiger Sensitivität (Retz et al., 2001; Nezos et al., 
2009). Auch erhöhte Messwerte für MUC-7- und EGFR sind mit dem Nachweis 
eines Urothelkarzinoms assoziiert (Gazzaniga et al., 2001; Kinjo et al., 2004; 
Osman et al., 2004). Mittels Real-Time-PCR oder mit Marker Panels als Multiplex-
PCR lässt sich die Sensitivität steigern. Mit einem Panel von 7 Markern konnte eine 
Sensitivität von 83% bei Spezifität von 93% erreicht werden (Okegawa et al., 2004; 
Osman et al., 2006; Nezos et al., 2009).  
Kurz sei noch die Tumorangiogenese als Forschungsfokus erwähnt. Die 
Angiogenese ist für die Entwicklung invasiver Harnblasentumore essentiell und 
bietet als Marker somit interessante Perspektiven (Folkman et al., 1971; Cao et al., 
2008; Becker et al., 2009).  
Auch Transkriptionsfaktoren stehen im Mittelpunkt des Interesses. HIF-1ά 
(hypoxia-inducible-factor) korreliert bei Überexpression mit sehr aggressiven 
Tumorformen und einer schlechten Prognose (Theodorpoulos et al., 2005). 
Genauso zeigt das antiapoptotische Gen BCL2 eine Assoziation mit schlechter 
Prognose (Kirsh et al., 1998; Karam et al., 2007). Als letztes soll auch das 
Tumorsuppressorgen p16INK4a genannt werden als Marker für schlecht 
differenzierte Tumore (Tauber et al., 2011).  
 
Abschließend bleibt festzuhalten, dass trotz der Fülle der potentiellen Marker aus 
vielen Bereichen des Stoffwechsels von Tumorzellen, derzeit auch bei guten 
Ergebnissen die Zystoskopie der Goldstandard in der Diagnose und der Nachsorge 
beim Urothelkarzinom der Harnblase bleibt. Durch weitere intensive Forschung an 
großen Patientenpopulationen müssen Kosten und Effektivität der bereits 
etablierten Verfahren weiter gesenkt und die vielversprechenden Ergebnisse zum 









Für das Urothelkarzinom der Harnblase gibt es derzeit keine serologischen Marker 
und keine suffizienten nicht-invasiven Untersuchungsmethoden für eine 
Karzinomdiagnose anhand von Urinproben. In der vorliegenden Arbeit wurde mit 
der Methode der Mikrosatellitenanalyse (MSA) eine genetische Charakterisierung 
beim Urothelkarzinom der Harnblase  durchgeführt, um Alterationen in der 
Serum-DNA und Urin-Sediment bei an einem Urothelkarzinom der Blase 
erkrankten Patienten nachzuweisen. Insgesamt wurden von 2001 bis 2003 frische 
Tumor-, Blut-, Serum und Urin-Sedimentproben von 117 im Universitätsklinikum 
Marburg an einem Urothelkarzinom der Blase operierten Patienten prospektiv 
asserviert. Mittels der Phenol-Chloroform Methode wurde die DNA aus Tumor und 
Lymphozyten des Blutes isoliert. Frei zirkulierende Serum- und Urin-Sediment 
DNA wurde mit dem Untersuchungs-Kit (Mini-Kit, Qiagen) isoliert. Die MSA 
wurde mit insgesamt 10 polymorphen Markern für die chromosomalen Regionen 
5q, 8p, 9p, 9q 13q, 14q, 17p und 20q angewendet, um tumorspezifische  
Alterationen der Serum- und Urin-Sediment DNA zu identifizieren. Nach 
Amplifikation mittels PCR wurde allelic imbalance und loss of heterozygosity mit 
dem automatischen Laser Sequenzer (ALFexpress II, Amersham-Pharmacia 
Biotech) detektiert. 20 gesunde Kontrollen wurden mit denselben Markern 
untersucht.  
Es konnten Serum-DNA Alterationen in 77,7% (87/112) identifiziert werden. Unter 
Anwendung von denselben 10 Mikrosatellitenmarkern konnten tumorspezifische 
Urin-DNA Alterationen in 85% nachgewiesen und somit eine Tumordiagnose 
gestellt werden (64/75). Vier gesunde Kontrollen zeigten Serum-DNA Artefakte. 
Dies bedeutet eine Spezifität von 80%. Die höchste Frequenz von Serum-DNA 
Alterationen wurde für die chromosomale Region 9p mit 35% gefunden. Die 
anderen Chromosomen zeigten Serum-DNA Alterationen in 16 bis 26%. Bei den 
Urin-Proben zeigte die Region 9q mit 37% die häufigsten Alterationen. Die 
Identifikation von Serum-DNA Alterationen war assoziiert mit dem Tumorstadium 
(p = 0,008) und häufiger in schlecht differenzierten Tumoren (p = 0,005). Dies gilt 
nicht für die Urindiagnose (p > 0,05). 
Bei gut differenzierten G1-Tumoren war eine Urindiagnose in 77,8% möglich. Bei 
der Zytologie gelingt dies lediglich mit etwa 30%. Damit bietet sich die MSA bei 





Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit, die Reduktion der Anzahl an Tumormarkern 
von 17 auf nur noch 10 bei gleichen oder besseren Werten für die Sensitivität im 














































MOLECULAR SEROLOGICAL DIAGNOSIS AND URINANALYSIS IN 
TRANSITIONAL CELL BLADDER CANCER 
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Introduction and Objectives: For transitional cell carcinoma (TCC) of the 
urinary bladder no reliable serological markers and no sufficient non-invasive 
tools for urine diagnosis are available. We applied the fluorescent microsatellite 
analysis (MSA) to detect serum-DNA and urine-sediment-DNA alterations in 
patients suffering from bladder cancer. 
Materials and Methods: From 2001 to 2003 we prospectively collected fresh 
tumor-, peripheral blood-, serum- and spontaneous urine specimens from 117 
consecutive patients treated for TCC of the bladder at our institution. DNA was 
extracted by phenol-chloroform method from tumors and blood lymphocytes. 
Free Serum- and cellular urine-sediment-DNA was isolated by a commercial kit 
(Mini-Kit, Qiagen). We performed MSA with a total of only 10 polymorphic 
markers from the chromosomal regions 5q, 8p, 9p, 9q, 13q, 14q, 17p, and 20q to 
identify tumor specific serum- and urine-sediment-DNA alterations. After PCR-
amplification detection of allelic imbalance and loss of heterozygosity was 
carried out on an automated laser sequencer (ALFexpress II, Amersham-
Pharmacia Biotech). 20 healthy controls were investigated with the same 
markers. 
Results: We identified serum-DNA alterations in 77.7% (87/112) of cases. By 
applying the same 10 microsatellite markers we observed tumor specific urine-
DNA alterations allowing cancer diagnosis in 85% (64/75) of cases. Four healthy 
controls displayed serum-DNA artefacts rendering a specificity of 80%. The 
highest frequency of serum-DNA alterations was detected for chromosomal 
region 9p with 35%. The other Chromosomes showed serum-DNA alterations in 
16 to 26%. In urine 9q displayed alterations most frequently in 37% of cases. 




tumor–stage (p = 0.008) and was also more frequent in high grade tumors (p = 
0.005). This was not the case for the urine-diagnosis (p > 0.05). 
Conclusions: In patients with TCC of the urinary bladder microsatellite 
analysis with only 10 markers has a high sensitivity of 77.7% in the detection of 
free serum-DNA alterations, thus allowing tumor diagnosis. For urine-sediment 
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